





Il  m'est  difficile  de  remercier  individuellement  toutes  les  personnes  croisées  au 
détour  d'une  rue,  sur  le  banc  d'un  amphi  ou  derrière  une  paillasse  qui  m'ont  permis 
d'arriver au terme de mon cursus universitaire.  
 
J'adresse  un  grand MERCI  à  toutes  ces  personnes...  Les  boussoles  qui  aident  à 
s'orienter  lorsque  tout  semble  obscur,  les  sceptiques  à  qui  l'on  veut  donner  tort,  les 
boosters  qui  remplissent  les  batteries  vides,  les  Mac  qui  ne  te  plantent  jamais,  les 
philosophes qui posent  toujours des questions à première vue  "stupides",  les modèles 
que l'on veut égaler, les hyperactifs toujours prêts à bouger ou sortir, les confiants qui te 
donnent un costume trop grand pour tes épaules en disant "tu peux  le faire",  les chats 




















Enfin au  cours de  ces années,  j'ai pu  faire  la  connaissance de personnes qui me 
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d’élimination.  Les pathologies  affectant  le  rein  conduisent  à une perte de  sa  fonction. De nos 
jours,  il  n'existe  pas  de  moyen  thérapeutique  efficace  pour  en  stopper  la  progression.  Les 
traitements  actuels  ne  permettent  que  de  ralentir  cette  perte  de  fonction  mais  n’évitent  pas 
l’apparition  d’une  insuffisance  terminale  qui  n’a  pour  autres  alternatives  que  la  dialyse  ou  la 
transplantation.  
La  fibrose  tubulointerstitielle  caractérisée  par  l’accumulation  de  protéines  matricielles 
dans  l’espace  situé  entre  les  tubules  rénaux,  est  corrélée  à  la  perte  de  fonction  rénale. 
Schématiquement  elle  se  décompose  en  trois  phases :  inflammation,  apparition  de 
myofibroblastes  et  accumulation de matrice  extracellulaire.  La phase  inflammatoire  initiale  est 
induite  par  l’expression  de  chimiokines.  Ces  petites  cytokines  aux  propriétés  chimiotactiques 





Nous avons caractérisé  les effets de CCL7 dans  la  fibrose  tubulointerstitielle  induite par 
obstruction urétérale unilatérale. Pour cela, des animaux sauvages ou invalidés pour CCL7 ont été 
obstrués.  Trois  jours  après  obstruction,  l’absence  de  CCL7  conduit  à  la  diminution  de 
l’inflammation, des myofibroblastes et de  la  fibrose alors qu’à huit  jours, elle est sans effet sur 
l’inflammation  et  les  myofibroblastes  mais  conserve  son  effet  sur  l’accumulation  de  matrice 
extracellulaire. Ces résultats sont confirmés par des études in vitro montrant que le traitement de 
cellules  épithéliales  tubulaires  humaines  mène  à  une  surexpression  de  collagène.  Enfin,  à  huit 
jours,  les marqueurs des  lymphocytes T régulateurs,  immunosuppresseurs sont augmentés chez 
les animaux invalidés pour CCL7. 











The  degree  of  tubulointerstitial  fibrosis,  characterized  by  extracellular  matrix  protein 
accumulation in the tubulointerstitium, is strongly correlated to the future loss of kidney function. 
Schematically,  the  development  of  tubulointerstitial  fibrosis  can  be  divided  in  three  steps: 
inflammation, myofibroblasts accumulation and excessive extracellular matrix expression. Early 
phases  of  the  inflammatory  step  involve  the  induction  of  chemokine  expression.  These  small 
cytokines  with  chemoattractant  properties  induce  recruitment  of  white  blood  cells  from  the 
blood  to  the  tissue  and  are  at  the  origin  of  inflammation.  Currently,  almost  fifty  different 
chemokines  have been  identified which mediate most of  their  effects by binding  to G‐protein 
coupled receptors.  
In  this  study,  we  identify  chemokine  CCL7  as  a  new  player  in  the  development  of 
tubulointerstitial fibrosis with differential effects in the early‐ and late‐stages of unilateral ureteral 
obstruction (UUO)‐induced fibrosis. CCL7 (or MCP‐3) can activate the chemokine receptors CCR1, 
CCR2 and CCR3 and antagonize CCR5. At an early  stage,  three days after UUO,  the absence of 
CCL7  reduced  renal  inflammatory  cell  infiltration, expression of profibrotic  cytokines TGF and 
CTGF and myofibroblast markers.  In parallel  the expression of  the ECM protein  fibronectin was 
significantly lower in mice lacking CCL7, while type I and III collagen expression was not modified. 
In  contrast,  at  a  later  stage,  8  days  after  UUO,  the  absence  of  CCL7  was  without  effect  on 
inflammation or myofibroblast  accumulation but decreased  the  expression of CTGF  and  type  I 
collagen, suggesting uncoupling between inflammation and the fibrotic response. In vitro studies 
confirmed these results suggesting that CCL7 can directly induce a fibrotic response via induction 
of CTGF  and TGF.  In  addition,  at  this  late  stage  the  absence of CCL7  induced  the  increase of 
markers of anti‐inflammatory regulatory T cells.  
These  observations  and  the  fact  that  CCL7  is  an  agonist  of  three  different  chemokine 





























différents dont  la  trame commune a été d'identifier de nouvelles cibles  thérapeutiques 
pour le traitement de la fibrose tubulointerstitielle (FTI). 
 




Ainsi,  l'étude  de  la  déplétion  neutrophilaire,  le  rôle  de  la  PI3K,  l'implication  du 




Il  fallait  choisir  un  axe  pour  cette  thèse  et  CCL7  s'est  imposée  en  tant  que  sujet 
principal.  Elle  et moi  sommes  arrivés  ensemble  en DEA  et  nous  ne  nous  sommes plus 

































forme  de  haricot  qui  mesure,  chez  un  homme  moyen,  12 cm  de  haut,  pour  6  cm  de 
largeur. Je profite de ce chapitre pour fustiger une expression courante utilisée par une 
personne qui dit "j'ai mal aux reins" en se tenant le bas du dos. Dans l'abdomen, les reins 
sont sous  le foie et donc beaucoup plus haut que  les vertèbres  lombaires douloureuses 
du bas du dos.  
Chaque  rein  est  composé  d'environ  un  million  d'unités  fonctionnelles  appelées 
néphrons  (1‐3).  Un  néphron  est  composé  de  deux  parties,  un  glomérule  dans  lequel 
s'effectue la filtration du sang et la formation de l'urine primitive et un long tuyau appelé 
tubule dans lequel se produisent les échanges menant à l'élaboration de l'urine définitive. 
Ce  tubule  peut  être  découpé  en  plusieurs  segments,  le  tubule  proximal  (segment 
contourné et segment droit), l'anse de Henlé (branches descendante, ascendante fine et 




dans  le bassinet. Le bassinet est  relié à  la vessie par  l'uretère. La vessie est un organe 
creux  de  stockage  fermé  par  des  sphincters  dont  la  décontraction  permet  la  vidange 
vésicale. Cette vidange se fait de la vessie vers le milieu extérieur via l'urètre. 
 
Le  rein possède une  vascularisation  à  la  fois particulière et  très développée. En 
effet, une artère afférente entre dans le glomérule pour former la pelote capillaire et en 
ressort  sous  la  forme  d'une  artériole  efférente  et  non  pas  de  veinule.  On  a  donc  une 
artériole qui  forme des  capillaires  se  rejoignant pour  former une  autre  artériole qui  se 
subdivise  en  capillaires  qui  se  jettent  dans  une  veinule.  Ceci  constitue  le  seul  système 
porte  artériel  de  l'organisme,  à  l'inverse  des  systèmes  porte  veineux  hépatique  et 
hypothalamo‐hypophysaire. De plus, le réseau capillaire provenant de l'artériole efférente 






Pour  cela,  le  rein  est  amené  à  filtrer  de  grandes  quantités  de  sang.  Alors  qu'il  ne 
représente qu'1 % du poids corporel total, il reçoit 1/5ème du débit cardiaque ce qui fait qu'il 








Le glomérule est un  filtre  composé d'un premier  tamis de  cellules endothéliales 
capillaires  qui  retiennent  tous  les  éléments  figurés  du  sang  ainsi  que  les  protéines  en 
fonction de leur masse et de leur charge. Le plasma passe ensuite au travers d'un réseau 
de matrice extracellulaire formant un gel de porosité régulée par la nature des molécules 
de  cette matrice.  Enfin,  ce  filtrat  passe  entre  les  podocytes  pour  se  retrouver  dans  la 
capsule de Bowman. A ce stade là, l'urine primitive correspond à du plasma dépourvu des 
protéines  ayant  une  masse  molaire  supérieure  à  10  kDa.  Cette  filtration  est  due  à  la 










la  formation  de  l'urine.  Pour  avoir  un  ordre  de  grandeur,  le  tubule  proximal  est  le 






Ils  maintiennent  l'équilibre  hydrominéral  de  l'organisme.  L'osmolarité  (ou 
concentration  totale  de  solutés)  de  tous  les  liquides  de  l'organisme  est  d’environ 
‐13‐ 
300 mOsm/L. Chaque  jour par  l'alimentation, nous absorbons de nouveaux  solutés. Or, 
toutes  les  fonctions  cellulaires  sont  dépendantes  de  cette  osmolarité.  Afin  que  cette 
homéostasie  soit  maintenue,  les  apports  par  absorption  intestinale  doivent  égaler  les 
pertes et ce sont les reins qui se chargent principalement de l'excrétion de ces solutés en 
excès même si  la peau,  les poumons et  le  tube digestif peuvent  intervenir. De plus,  les 
volumes  corporels  ne  sont  pas  extensibles  et  une  trop  grande  quantité  d'eau  peut 
conduire à des oedèmes ou à une augmentation de  la pression artérielle. Là encore, ce 




et  de  l'acide  lactique  en  anaérobie  et  ces  produits  ont  des  propriétés  acides.  Un 
organisme vivant produit donc en continu des radicaux acides qu'il faut éliminer afin que 
le pH ne diminue pas et que  l'homéostasie acido‐basique soit maintenue. Le  rein par  la 
régulation  de  l'élimination  d'ions  carbonates  (HCO3‐)  composant  le  principal  système 
tampon de l'organisme sera le garant du pH sanguin. 
Sa  fonction  d'élimination  de  molécules  potentiellement  toxiques  passe  par 
l'excrétion  des  molécules  exogènes  telles  que  les  médicaments,  pesticides  et  autres 
polluants  environnementaux  ainsi  que  les  produits  du  métabolisme  azoté  des  acides 
aminés et des nucléotides. 
Le rein n'est pas qu'un filtre ou une station d'épuration, il possède également des 
propriétés  endocrines.  Il  produit  l'hormone  bien  connue  dans  le  milieu  sportif  qu'est 
l'érythropoïétine  (EPO).  Cette  hormone  stimule  la  production  d'érythrocytes  (globules 
rouges) et augmente ainsi  les capacités de transport d'oxygène du sang. Via  les cellules 
juxtaglomérulaires situées dans la paroi de l'artériole efférente à la sortie du glomérule, le 
rein  synthétise  la  rénine  dont  nous  reparlerons  dans  la  suite  de  ce manuscrit.  Enfin,  il 
métabolise un précurseur de la vitamine D le rendant ainsi actif. 
Un rôle souvent oublié est la production de glucose en situation de jeûne prolongé 









Royaume‐Uni,  elles  ont  doublé  au  cours  de  la  dernière  décennie  (5).  Dans  les  pays 








La  classification  des  néphropathies  n'est  pas  encore  uniformisée.  Alors  que 
certains auteurs les classent en fonction de leur durée de mise en place, en maladie rénale 
aiguë  ou  en  maladie  rénale  chronique  (8),  certains  les  différencient  en  fonction  de  la 
localisation de l'atteinte, discriminant de la sorte, les glomérulopathies, les néphropathies 
tubulaires et  les néphropathies vasculaires (1). Enfin, une dernière  façon de  faire est de 
les  classer  en  fonction  de  l'étiologie  de  la  pathologie.  De  cette  manière,  il  existe  des 
néphropathies génétiques, auto‐immunes, infectieuses, du greffon, métaboliques... 
Les  maladies  rénales  ont  une  incidence  et  une  présentation  phénotypique  très 
variables, avec un risque d’évolution vers l’insuffisance rénale chronique, la possibilité de 
développer une hypertension artérielle et, chez l’enfant, des répercussions possibles sur 










Unis  et  a  été  multiplié  par  un  facteur  compris  entre  trois  et  cinq  en  Inde,  Chine  ou 
Thaïlande  (9).  L'organisation  mondiale  de  la  santé  prévoit  qu'en  2030,  366 millions  de 
personnes seront atteintes de diabète à travers le monde. Selon les études, 30 à 40 % des 
personnes diabétiques  (soit plus de  100 millions en 2030) ont une néphropathie et ces 
patients‐là  représentent 20 à 40 % des personnes dialysées. Tous  ces  chiffres montrent 
que  l'incidence des néphropathies diabétiques  va  encore  s'accroître dans  les  années  à 
venir  et  qu'une  meilleure  compréhension  de  ces  pathologies  est  un  enjeu  de  santé 
publique.  Au  niveau  du  tissu  rénal,  le  diabète  génère  des  lésions  glomérulaires  ne 
permettant  plus  une  filtration  adéquate  du  sang.  Le  tubule  se  doit  de  compenser  les 
manquements du glomérule mais ce surcroît d'activité est un facteur de stress conduisant 
à  des  atteintes  tubulaires.  Ainsi,  une  atteinte  initialement  glomérulaire  devient 






Les  désordres  immunologiques  sont  la  seconde  cause  de  néphropathies  chez 
l'Homme. Ils donnent lieu à des manifestations histologiques très variées ayant pour seul 
dénominateur  commun  la  présence  d'immunoglobulines  dans  le  glomérule.  Ces 
pathologies se divisent entre formes primaires et formes secondaires (1). Dans les formes 
primaires (10), on retrouve  la pathologie à anticorps anti‐membrane basale glomérulaire 
(anti‐GBM)  appelée  syndrome  de  Goodpasture  (anticorps  anti‐collagène  IV),  les 
pathologies à dépôts d'immunoglobulines A (IgA) qui comprennent la maladie de Berger 
ou  le  Purpura  rhumatoïde,  les  glomérulonéphrites  extramembraneuses  et  les 
glomérulonéphrites  membranoprolifératives.  Pour  les  formes  secondaires  (1),  le  lupus 
érythémateux  peut  avoir  des  conséquences  rénales  ou  les  vascularites  à  ANCA  (anti‐
neutrophil cytoplasmic antibody) telles que  la granulomatose de Wegener ou  la maladie 
de Horton. 
Dans tous  les cas,  l'accumulation d'immunoglobulines permet  le recrutement des 






les mutations  capables de  les affecter  le  sont  tout autant  (11). Ainsi, des mutations du 
collagène IV présentes dans le syndrome d'Alport affectent la structure de la membrane 
basale  glomérulaire.  Dans  les  maladies  kystiques,  des  mutations  des  protéines  du  cil 
primaire  conduisent  à  la  formation  des  kystes  rénaux.  La  polykystose  autosomique 
dominante  est  la  pathologie  dominante  la  plus  fréquente  affectant  une  personne  sur 
mille.  La  fonction  tubulaire  peut  également  être  touchée  par  des  mutations  des 
transporteurs impliqués dans les sécrétions et réabsorptions. Le syndrome de Bartter est 
lié  à  une  mutation  de  transporteur  sodium‐potassium‐chlore  de  la  branche  large 
ascendante de  l'anse de Henlé... Ces quelques exemples sont  là pour  illustrer  le fait que 





Ces  pathologies  se  retrouvent  aux  deux  extrêmes  de  la  vie.  In  utero,  chez  un 
enfant  sur  deux  mille,  on  note  un  syndrome  de  la  jonction  pyelo‐urétérale  (12).  Il  se 




en  sont  l'hyperplasie  prostatique,  les  tumeurs  prostatiques,  les  lithiases  ou  encore  la 
sténose urétérale. 
Le  modèle  d'obstruction  urétérale  unilatérale  (OUU)  que  nous  utilisons  au 









L'évaluation  des  conséquences  de  ces  pathologies  nécessite  au  préalable  des 
moyens d'étude de la fonction rénale. Le paramètre le plus utilisé est le débit de filtration 
glomérulaire  (DFG ou GFR en  anglais)  (14).  Il  représente  le  volume de plasma  filtré  au 




Le  DFG  est  calculé  grâce  à  la  clairance  de  la  créatinine.  La  clairance  rénale 






vu  précédemment  que  le  rein  n'est  pas  qu'un  filtre  et  qu'à  la  fonction  glomérulaire 
s'ajoute  la  fonction  tubulaire.  Cette  mesure  nécessite  des  techniques  exploratoires 
invasives par injection des différents marqueurs et recueil des urines (15). 




lésions  du  filtre  glomérulaire  ou  du  tubule.  Si  les  protéines  sont  de  haut  poids 
moléculaire,  on  pensera  à  une  atteinte  de  la  fonction  de  filtration  alors  que  si  les 
protéines sont de faible poids moléculaire, on s'orientera vers des lésions des tubules qui 
ne remplissent plus leur rôle de réabsorption (16). 
Enfin,  l'outil diagnostic  le plus  juste, mais également  le plus  invasif, est  la biopsie 
rénale. Il y a 50 ans, 90 % des pathologies rénales étaient inconnues des néphrologues. Ce 
n'est  qu'avec  la  pratique  de  la  biopsie  que  les  connaissances  histologiques  et 
physiopathologiques  des  néphropathies  se  sont  fortement  accrues  (1).  Une  aiguille 
permet  en  transcutané  d'obtenir  une  carotte  de  tissu  rénal  et  de  l'analyser  par  des 
techniques  de  colorations  ou  d'immunomarquages  histologiques.  La  principale 
complication de ce geste est l'hémorragie. Nous avons déjà évoqué le volume de sang qui 














le  réinjecter  dépourvu  de  ses  déchets.  Pour  la  dialyse  péritonéale,  une  solution  est 
injectée  dans  la  cavité  péritonéale  puis  récupérée,  emportant  avec  elle  les  solutés  à 
éliminer.  La  principale  complication  de  cette  thérapeutique  est  l'infection.  La 
transplantation  même  si  elle  nécessite  un  acte  chirurgical  lourd  est  la  meilleure 
alternative.  Après  l'opération,  les  patients  retrouvent  une  fonction  rénale  normale.  Le 
‐19‐ 
problème  majeur  est  la  tolérance  du  greffon.  Des  traitements  immunosuppresseurs 
chroniques augmentent la survie mais n'évitent pas le rejet sur le long terme. 
Dans les stades 1, 2, 3 et 4 d'insuffisance rénale (8), le but principal est d'abaisser 
autant  que  le  tolère  le  patient,  la  pression  sanguine. A  cette  fin,  toutes  les molécules 
jouant sur ce paramètre peuvent être utilisées. Les inhibiteurs de l'enzyme de conversion 
et  les  antagonistes  du  récepteur  à  l'angiotensine  II  bloquent  les  forts  effets 
vasoconstricteurs  de  l'angiotensine  (voir  paragraphe  dédié  au  système  rénine 
angiotensine). Des diurétiques en diminuant  la  volémie  réduisent  la pression  artérielle. 
Pour  les  pathologies  immunitaires,  des  immunosuppresseurs  réduisent  les  dépôts 
d'immunoglobulines et  l'inflammation. Enfin, à  la marge des traitements,  le contrôle de 
l'alimentation est un facteur clé. La réduction des apports en sel et en protéine améliore 
la fonction rénale et surtout retarde l'aggravation des symptômes. 
De nouvelles molécules  sont actuellement à  l'étude. Les  inhibiteurs de  la  rénine 
























La  fibrose  peut  affecter  potentiellement  tous  les  organes  (19‐21)  et  même 
l'organisme entier (22). Foie (23), poumon (24), cœur (25), rein (26), œil (27), peau (22), 
vaisseau  sont  des  sites  de  choix  pour  l'établissement  d'une  fibrose.  D'autres  organes 
comme  le  tissu  adipeux  des  obèses  (28),  le  muscle  squelettique  des  athlètes  (29)  ou 
même le pénis (30), peuvent être sujets à la fibrose. 
Selon  le  "petit  Larousse  illustré",  la  fibrose est  la  "transformation  fibreuse d'un 
tissu".  Pour  le  site  "Futura‐Santé",  c'est  la  "formation  d'un  tissu  cicatriciel".  Enfin, 
Wikipedia complète ces informations en donnant cette définition française : 









tissue as a normal  constituent of an organ or  tissue. Scarring  is  confluent  fibrosis  that 
obliterates the architecture of the underlying organ or tissue." 
Toutes  ces  définitions,  bien  qu'incomplètes,  mettent  en  évidence  le  caractère 
pathologique de la fibrose qui s'installe suite à une atteinte du tissu et une inflammation 
prolongée. Elle  correspond  à un  remplacement des  structures  tissulaires  lésées par un 
développement exagéré du tissu conjonctif sous‐jacent.  
"L'enfer  est  pavé  de  bonnes  intentions"  est  une  expression  qui  s'applique 
pleinement au processus fibrosant. Lors d'une réponse normale à une agression tissulaire 
(immunologique,  mécanique  ou  encore  chimique),  l'organisme  met  en  place  des 
mécanismes  de  guérison  et  de  reconstruction  visant  à  rétablir  la  fonction  de  l'organe 
affecté.  Les  cellules  détruites  doivent  être  éliminées  et  remplacées  par  de  nouvelles 
cellules fonctionnelles et la structure du tissu doit être maintenue par les protéines de la 
matrice  extracellulaire  du  parenchyme.  Pour  cela,  des  cellules  phagocytaires  sont 
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recrutées,  des  facteurs  de  croissance  sont  sécrétés  et  des  protéines  matricielles  sont 
synthétisées. Or,  dans  certaines  conditions,  il  arrive  que  ces mécanismes  perdurent  et 
conduisent à  l'apparition d'une fibrose, ainsi  le tissu fibreux ou tissu cicatriciel conduit à 
des pertes de fonctionnalité de l'organe (19‐21). 
Au  niveau  cellulaire,  le  développement  du  parenchyme  éloigne  les  cellules  déjà 
agressées des vaisseaux  sanguins et  interfère avec  les échanges de nutriments,  créant 
ainsi un phénomène d'hypoxie et de carence nutritive qui amplifie  le stress des cellules 
(31).  Au  niveau  de  l'organe,  cette  matrice  extracellulaire  rigidifie  et  empêche  la 




Dans  la  suite  du  chapitre,  nous  nous  intéresserons  plus  particulièrement  à  la 




glomérulosclérose  peut  rester  longtemps  sans  effet  sur  la  fonction  rénale  si  le 
compartiment  tubulointerstitiel  n'est  pas  touché  (33)  alors  qu'à  l'inverse  certaines 
pathologies associées à une perte de fonction n'affectent pas le glomérule (34‐36). Pour 














La  raréfaction  capillaire  diminue  les  apports  de  nutriments  et  d'oxygène  aux 
cellules. Le pH de l'environnement s'acidifie ce qui est délétère pour leur fonctionnement. 
Dans  les  pathologies  obstructives,  la  rétention  de  l'urine  distend  les  cellules 
tubulaires ce qui est synonyme de stress mécanique. 
Certains  médicaments  tels  que  les  anti‐inflammatoires  non  stéroïdiens  ou  la 
ciclosporine ont des effets secondaires néphrotoxiques. 






Classiquement et surtout schématiquement,  la mise en place de  la FTI se  fait en 
trois étapes successives.  
1‐ En  réponse  à  l'agression  originelle,  les  cellules  résidentes  induisent  le 
recrutement  de  cellules  inflammatoires  dans  l'espace  interstitiel  qui 








Il  est  important  de  noter  que  ces  trois  phases  se  mettent  en  place 
séquentiellement mais cohabitent  lors d'une pathologie chronique se maintenant sur  le 









et  autres  médiateurs  chimioattractants  qui  permettent  le  recrutement  des  cellules 
immunitaires  puis  différents  leucocytes  envahissent  l'interstitium.  Nous  traiterons  des 
chimiokines dans la seconde partie de cette introduction, nous ne parlerons donc ici que 
des différents leucocytes impliqués dans cette phase inflammatoire. 
Lors  d'une  agression  tissulaire,  de  grandes  quantités  de  leucocytes  quittent  le 
sang afin de se rendre au plus près du lieu de l'agression. Pour cela, il se crée une étroite 






    Le "rolling" est  le terme employé pour désigner  le mouvement des 
cellules  à  la  surface  de  l'endothélium.  Des  protéines  membranaires  de  faible  affinité 
(sélectines) des leucocytes et des cellules endothéliales ralentissent la course des cellules. 
      Ce  ralentissement  augmente  la  probabilité  que  les  cellules 
circulantes reconnaissent des chimiokines présentées à  la surface de  l'endothélium (voir 
chapitre  2).  La  fixation  des  chimiokines  sur  leur  récepteur  exprimé  par  les  leucocytes 
induit l'expression à la membrane de protéines d'adhésion. 
      Ces protéines (ICAM, VCAM pour  les cellules endothéliales et LFA‐1, 
Mac‐1, VLA‐4 pour  les  leucocytes)  stoppent  le  flux des monocytes qui  sont  fermement 
adhérés sur l'endothélium. 
      Les  cellules  immunitaires  modifient  la  structure  de  leur 
cytosquelette, s'aplatissent et recherchent un lieu de passage propice. 
      La  diapédèse  à  proprement  parler,  consiste  au  passage  dans 
l'interstitium.  Le  passage  peut  se  faire  par  voie  para‐cellulaire  (entre  deux  cellules 
endothéliales)  ou  par  voie  trans‐cellulaire  (à  travers  une  cellule  endothéliale  dont  les 
membranes  apicale  et  baso‐latérale  se  rejoignent  pour  former  un  pore).  Sous 
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l'endothélium,  le  leucocyte  doit  encore  traverser  la  membrane  basale.  Pour  cela,  il 
recherche une zone de faible résistance et grâce à son extrême plasticité passe à travers. 
Les  différents  leucocytes  impliqués  dans  ce  processus  inflammatoire  sont 
nombreux  et  ont  tous  un  rôle  plus  ou  moins  bien  décrit  dans  la  littérature.  Nous 








effets décrits dans  la  littérature étaient trop  larges et différents pour n'être dus qu'à un 
type cellulaire. En première intention et par analogie avec les lymphocytes T helper Th1 et 
Th2,  ils ont été divisés en deux  sous‐groupes  :  les macrophages M1 ou  "classiquement 
activés"  et  les  macrophages  M2  ou  "alternativement  activés"  (19,  38‐40).  La  façon 
classique  d'activer  un  macrophage  se  fait  par  deux  cytokines  proinflammatoires, 
l'interféron gamma (IFN) et  le tumor necrosis factor alpha (TNF). Les M1 ainsi activés 
relarguent de grandes quantités de cytokines proinflammatoires (interleukines 1, 6 et 23 : 
IL‐1,  IL‐6  et  IL‐23),  ont  une  production  de  radicaux  libres  oxygénés  (RLO)  fortement 
augmentée  et  par  voie  de  conséquence,  une  forte  activité  antimicrobienne  (39).  Les 
macrophages M2  regroupent  tous  les macrophages  non M1  et  se  subdivisent  en M2a, 
M2b  et  M2c  (40).  Les  M2a  et  M2b  peuvent  être  regroupés  dans  le  groupe  des 
macrophages  réparateurs  (wound‐healing macrophages) et  les M2c dans  le groupe des 
macrophages  régulateurs  (regulatory  macrophages)  (39,  40).  Ces  cellules  régulatrices 
synthétisent les cytokines anti‐inflammatoires bien connues que sont l'IL‐10 et le TGF. En 
plus  de  ces  effets  sur  l'inflammation,  cette  dernière  est  également  un  puissant  agent 




expriment  l'enzyme  NOS2  ou  iNOS  qui  métabolise  la  L‐arg  en  L‐hydroxyarginine,  L‐
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citrulline  et  oxyde  nitrique  (NO).  Ce  dernier  par  ses  effets  vasodilatateurs  facilite  la 
diapédèse des monocytes et  favorise ainsi  l'inflammation. A  l'inverse  les M2 possèdent 
l'Arginase‐1 (Arg1) qui métabolise la L‐arg en urée et en L‐ornithine, elle‐même dégradée 
par  l'ornithine  décarboxylase  et  l'ornithine  amino  transférase  en,  respectivement, 
polyamines et  L‐proline.  Les polyamines  sont  impliquées dans  la prolifération  cellulaire 
alors  que  la  L‐proline  est  un  précurseur  indispensable  à  la  synthèse  des  fibres  de 
collagène. Nous venons de voir que  les macrophages M2 sont profibrosants à plusieurs 
niveaux, par  leurs  sécrétions de  cytokines et par  leur  synthèse d'éléments précurseurs 
des fibres de collagène. 
 
Durant  de  nombreuses  années,  les  macrophages  ont  été  considérés  comme 
"l'homme  à  abattre"  dans  l'inflammation  rénale.  Une  étude  compilant  les  résultats 








de  conséquence  de  MEC.  Lorsque  l'inflammation  perdure,  le  phénotype  des 
macrophages pourrait s'orienter vers les M1 inflammatoires qui permettrait la résolution 
de cette accumulation exagérée de MEC. 
Des  expériences  menées  actuellement  dans  le  laboratoire,  visent  à  montrer  les 
différents phénotypes de macrophages présents  tout au  long du développement de  la 
FTI  induite  par  obstruction  urétérale  unilatérale  (OUU).  Si  les  hypothèses  sont 
confirmées, dans  l'avenir,  il  serait  intéressant de voir  si pharmacologiquement,  il  serait 






myéloïde  (45‐47).  Les  premières  sont  issues  de  précurseurs  présents  dans  la  moelle 
osseuse  et  quittent  la  moelle  dans  un  stade  déjà  différencié  alors  que  les  secondes 
dérivent  des  monocytes  sanguins  (46).  Ces  cellules  sont  les  cellules  présentatrices 
d'antigène (CPA)  les plus efficaces. Dans  les tissus, elles patrouillent et métabolisent  les 
antigènes de l'environnement. Activées par un pathogène ou un stress cellulaire, ce sont 
les  premières  à  synthétiser  la  cytokine  pro‐inflammatoire  qu'est  le  TNF  (48). Dans  le 
foie,  les cellules dendritiques contrôlent  l'inflammation et, par voie de conséquence,  la 
fibrose via  la synthèse de TNF  (49). De par  l'expression du  récepteur aux chimiokines 
CCR7, elles migrent vers les organes lymphoïdes secondaires pour permettre l'éducation 
des différentes cellules du système immunitaire acquis (47). 
Ce  n'est  que  depuis  peu  de  temps  que  les  cellules  dendritiques  ont  été 
caractérisées dans l'interstitium rénal de souris saines ou atteintes de glomérulonéphrite 
(50).  Sur  des  biopsies  humaines,  les  cellules  dendritiques  auraient  une  localisation 
strictement  tubulointerstitielle  chez  des  patients  atteints  de  glomérulonéphrite  (51). 
Deux  études  de  la même  équipe montrent  des  résultats  opposés  sur  l'implication  des 
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cellules  dendritiques  dans  la  glomérulonéphrite.  Dans  la  première,  les  cellules 
dendritiques sont protectrices via la sécrétion d'IL‐10 (52) alors que dans la seconde, ces 
mêmes cellules permettent  la progression de  la pathologie  (53). Les auteurs proposent 
que ces effets divergents seraient dus à la différence d'origine des cellules dendritiques. 
Les  cellules  résidentes  plasmacytoïdes  seraient  protectrices  alors  que  les  cellules 
recrutées myéloïdes seraient délétères pour  le développement de  la glomérulonéphrite. 
Enfin,  dans  un  modèle  de  néphropathie  obstructive  et  donc  non  immunologique,  les 
cellules  dendritiques  ont  également  un  rôle  à  jouer  en  augmentant  la  sécrétion  de 
cytokines  inflammatoires  ainsi que  le  recrutement et  l'activation des  lymphocytes  T et 
plus particulièrement des lymphocytes Th17 (54). 
Le rôle des différentes cellules dendritiques n'est pour l'heure pas encore élucidé. 











été  avancé  que  ces  cellules,  ne  reconnaissant  pas  le  non‐soi,  étaient  un  vestige  de 








pourraient  être  des  parties  de  protéines  non  vues  en  physiologie  par  le  système 
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immunitaire comme par exemple  toutes  les  séquences protéiques hydrophobes Hyppo 









de surface  :  le CD4 et  le CD8. Le CD8 est  le marqueur des  lymphocytes T cytotoxiques 
(LTC) effecteurs (55).  Ils reconnaissent des antigènes présentés par  le complexe majeur 
d'histocompatibilité  de  classe  I  (CMH‐I),  protéine  exprimée  par  toutes  les  cellules 
nucléées. Cette propriété de reconnaissance de l'antigène fait d'elles les cellules les plus 
efficaces  dans  la  défense  de  l'organisme  contre  les  cellules  cancéreuses,  les  virus  et 
autres  pathogènes  intra‐cellulaires.  Leur  cytotoxicité  se  fait  par  trois  voies  principales 
(55).  La  première  est  la  sécrétion  de  perforine,  protéine  formant  des  pores  dans  la 
membrane de  la  cellule  infectée, et de granzymes, enzymes à activité  sérine protéase. 
Ensemble ces protéines conduisent à la fuite du matériel cytoplasmique et la dégradation 
des  protéines.  La  seconde  fait  intervenir  le  ligand  du  signal  de  mort  Fas.  Les  LTC 
expriment  le  Fas‐Ligand  (Fas‐L)  qui  en  se  liant  à  son  récepteur  Fas,  exprimé  par  de 
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nombreuses  cellules  de  l'organisme,  active  la  voie  apoptotique  des  caspases.  Enfin,  la 
dernière  se  fait par  la  sécrétion de  cytokines  induisant  la mort  comme par exemple  le 
tumor necrosis factor alpha (TNF).  
Toujours dans la classe des lymphocytes T , le CD4 marque les lymphocytes que 
l'on dit  "helper"  (Th) parce qu'ils  fournissent  les  signaux d'activation  (et donc  aident) 
pour  les  lymphocytes  effecteurs,  LTC  et  lymphocytes  B  (55).  Très  longtemps,  ces 
lymphocytes  ont  été  divisés  en  Th1,  régulant  la  réponse  immunitaire  (RI)  à  médiation 
cellulaire  (macrophages,  LTC)  et  Th2,  régulant  la  RI  à médiation  humorale  (anticorps). 
Toutefois,  cette  nomenclature  ne  permettait  pas  de  distinguer  des  sous‐classes 
particulières de  lymphocytes Th (58). C'est ainsi que sont apparues  les classes Th9 (59), 
Th17  (58,  60,  61),  Th22  (62)  et  T  régulateurs  (T  reg)  (63).  Leurs  noms  sont  dus  à 
l'interleukine qu'ils  synthétisent  (IL‐9 pour  les Th9,  IL‐17 pour  les Th17 et  IL‐22 pour  les 
Th22).  Ces  sous‐types  sont  encore  peu  connus  et  leurs  fonctions  dans  les  pathologies 
rénales  restent  à  mettre  en  évidence.  Les  T  reg  en  revanche  font  l'objet  de  plusieurs 





reg est  inversement proportionnel à  la sévérité de  la pathologie (64) et dans un modèle 
de  néphropathie  induite  par  l'adriamycine,  le  recrutement  de  T  reg  réduit  les  lésions 
tissulaires (65). 
Enfin,  à  la  marge  de  ces  lymphocytes  T,  existent  des  lymphocytes  NKT  qui 
partagent des propriétés des cellules natural killer (NK) et des lymphocytes T. Ce sont des 
cellules  effectrices  qui  ne  reconnaissent  pas  l'antigène  lorsqu'il  est  présenté  par  le 
complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) mais lorsqu'il est apprêté par un ancêtre du 
CMH, le CD1 (66). 
Dans  le  rein,  les  lymphocytes  T  ont  été  décrits  dans  les  phénomènes 
inflammatoires depuis de nombreuses  années. Dans  certaines glomérulonéphrites, une 
étude de la fin des années 80 a montré que dans l'interstitium, les lymphocytes T étaient 










Les  mastocytes  et  les  basophiles  sanguins  sont  des  cellules  possédant  de 
nombreux  points  communs.  Longtemps,  on  a  pensé  que  les  basophiles  étaient  les 
précurseurs  des  mastocytes  (69)  mais  l'on  sait  maintenant  que  ces  cellules  issues  du 
même  progéniteur  granulocyte/monocyte,  sont  différentes.  En  effet,  les  basophiles 
quittent la moelle osseuse dans un état différencié et passent dans les tissus au niveau du 
site  inflammatoire  alors que  les  cellules mastocytaires quittent  la moelle osseuse  à un 
stade  précurseur  et  ne  terminent  leur  différenciation  qu'à  leur  entrée  dans  le  tissu 
sain (69,  70).  Les demi‐vies de  ces  cellules différent également,  les basophiles ont une 




protéases  (chymase  et  tryptase)  ou  encore  de  l'héparine  (69‐71).  A  leur  surface,  ils 
expriment  le  récepteur  aux  IgE  de  forte  affinité,  FcRI,  qui  est  impliqué  dans  les 
phénomènes  allergiques  (55,  69,  70).  La  fixation  croisée  d'un  antigène  sur  deux 
Immunoglobulines  de  type  E,  elles‐mêmes  fixées  à  leurs  récepteurs,  FcR  conduit  à  la 
dégranulation de ces cellules et à la libération dans le milieu extérieur de tout le contenu 
vésical  (55).  Le principal  constituant de  ces granules qu'est  l'histamine est un puissant 
vaso‐dilatateur qui facilite la migration des autres composants du système immunitaire du 
sang vers le tissu (55, 69, 70). 
Dans  les  pathologies  rénales,  beaucoup  d'études  observent  la  présence  des 
mastocytes dans l'interstitium rénal (69, 71‐75). Toutefois, leur rôle est encore mal connu 
dans le développement des néphropathies. Dans le modèle de néphrectomie subtotale, il 
y  a une  association entre  la présence de mastocytes et  le  stade de  la pathologie  (72). 
Grâce à l'utilisation d'animaux ne possédant pas de mastocytes, une autre étude met en 
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évidence  dans  la  glomérulonéphrite  induite  par  injection  de  sérum  anti‐GBM  que  les 











Les  neutrophiles  ou  cellules  polymorphonucléaires  (PMN)  sont  les  cellules 




de  l'organisme  contre  de  nombreuses  agressions.  Très  rapidement  recrutés,  ils 
phagocytent  les  bactéries  ou  encore  les  cellules  lésées  ou  mortes.  Leur  activité 
phagocytaire est dépendante de granules cytoplasmiques ayant  la propriété de fixer  les 
colorants  basiques  et  acides.  Ces  granules  lysosomiales  peuvent  être  primaires  ou 
secondaires en fonction de leur taille et de leur densité, et contiennent des peroxydases 
pour  la  production  de  radicaux  libres  oxygénés,  du  lyzozyme  qui  dégrade  la  paroi 
bactérienne  et  diverses  autres  protéases  (55).  Les  granules  fusionnent  avec  les 
phagosomes et dégradent les contaminants. Les produits de la lyse sont relargués dans le 
milieu  extérieur  car  les  neutrophiles  n'ont  pas  de  rôle  de  CPA.  Comme  pour  les 
macrophages, une étude montre que  les neutrophiles des  tumeurs se divisent en deux 
groupes,  les  neutrophiles  N1  anti‐tumoraux  qui  sécrètent  des  cytokines  pro‐
inflammatoires et les neutrophiles N2 pro‐tumoraux activés par le TGF (76). 
Plusieurs études se sont  intéressées au rôle que pouvaient  jouer  les neutrophiles 
dans les pathologies rénales. Or il semblerait que dans l'insuffisance rénale aigüe induite 
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que  le moment d'arrivée des neutrophiles dans  le  rein varie. Chez  la  souris  (78), dès 3 
jours post‐OUU, on observe une augmentation du  taux de neutrophiles alors qu'il  faut 
attendre  14  jours  chez  le  rat  (79). Au  cours de ma  thèse,  il nous a paru  intéressant de 
regarder  l'effet  d'une  déplétion  neutrophilaire  sur  le  développement  de  la  FTI  chez  la 
souris.  Pour  cela,  nous  avons  procédé  à  une  déplétion  par  anticorps  anti‐Ly6G  le  jour 
précédant l'OUU. Les vérifications par cytométrie en flux et par numération sanguine ont 
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montré une bonne  inhibition du  taux de neutrophiles sanguins  jusqu'à J5. Les animaux 
ont  été  euthanasiés  à  J5.  Toutes  les  analyses  n'ont  montré  aucune modification  de  la 
pathologie entre les animaux possédant ou non des neutrophiles. Ces résultats montrent 


















Le  TGF  regroupe  trois  isoformes  appelées  TGF‐1,  ‐2  et  ‐3  même  si  la  plus 
abondante  est  l'isoforme  1  (81).  Il  est  synthétisé  en  grande  partie  par  les  cellules  du 
système  immunitaire pour  lesquelles  il est une  cytokine anti‐inflammatoire primordiale. 
Cette cytokine est stockée sous sa forme latente, liée à la matrice extracellulaire (81‐83). 
Une étude a montré  l'implication de  la métalloprotéinase matricielle 2  (MMP‐2) dans  la 
transition  épithélio‐mésenchymateuse  (EMT)  et  cet  effet  passerait  par  la  libération  du 
TGF latent adsorbé sur les molécules de la MEC (81, 84). Une étude récente met en avant 











anticorps  neutralisants  conduit  à  une  diminution  de  l'apoptose  des  cellules  tubulaires 
(88). Ceci est confirmé  in vitro où  le TGF  induit  l'apoptose de cellules  tubulaires  (89). 





Toutefois,  de  par  ses  propriétés  ambivalentes  profibrosantes  et  anti‐inflammatoires, 
l'absence d'expression du TGF1 conduit à une inflammation généralisée des souris et à la 
mort  avant  la  quatrième  semaine  de  vie  (91).  Les  effets  anti‐inflammatoires  du  TGF 
seraient donc indispensables à l'homéostasie de l'organisme. A la suite de ces résultats, la 





Une  autre  cytokine  jouant  un  rôle  important  dans  la  fibrose  est  le  CTGF 
(connective  tissue  growth  factor).  Cette  cytokine  est  impliquée  au  cours  du 
développement  dans  l'ossification  et  la  chondrogenèse.  Pour  cette  raison,  des  souris 
invalidées pour  cette protéine décèdent  très  rapidement  après  la naissance  (92). Chez 









du  CTGF  bloquent  la  production  de  fibronectine  induite  par  le  TGF  (95).  Cette  étude 
laisse à penser que les effets profibrosants du TGF seraient dus en totalité à l'expression 
du  CTGF.  Sécrété  dans  l'interstitium,  il  induit  la  prolifération  des  fibroblastes  et  la 
synthèse de protéines de  la MEC  telles que  les  collagènes de  types  I,  III  et  IV par  ces 
mêmes fibroblastes (93). 











Le platelet‐derived growth  factor  (PDGF) est une cytokine  très bien caractérisée 
dans  les  modèles  de  pathologies  rénales.  Synthétisé  par  les  macrophages,  il  est  un 
puissant  facteur  de  survie  et  de  prolifération  des  cellules  mésenchymateuses  (37).  A 
l'heure actuelle, le système du PDGF comprend quatre isoformes, PDGF‐A, B, C et D qui se 
fixent sur des récepteurs à activité tyrosine‐kinase homo‐ ou hétérodimériques composés 
des  sous‐unités PDGFR‐ et  ‐  (99). Ces protéines ont un  rôle physiologique majeur et 
non redondant puisque les animaux invalidés pour l'une des isoformes A, B ou C meurent 
en anté‐ ou en périnatal (99). 
Dans  la  fibrose  rénale,  le PDGF est  fortement  impliqué dans  la prolifération des 
cellules mésangiales et  la production par ces dernières de protéines de  la MEC (100). La 





blocage  par  des  anticorps  neutralisants  diminue  la  quantité  de  fibrose  induite  par 
OUU (102).  Enfin  la  neutralisation  du  PDGF‐D  par  anticorps  diminue  les  atteintes 
glomérulaires et la FTI secondaire dans un modèle de glomérulonéphrite (103). 
En conditions pathologiques,  le blocage des  récepteurs au PDGF semblerait être 
une piste  intéressante dans  la  recherche de  nouvelles  cibles  thérapeutiques. A  l'heure 









La  famille  des  fibroblast  growth  factor  (FGFs)  est  aujourd'hui  composée  de  22 
membres  (105).  L'appartenance  à  cette  famille  se  fait  seulement  sur  les  homologies 
structurales  et  non  fonctionnelles.  Ainsi,  beaucoup  de  ces  FGFs  sont  sans  effet  sur  la 
prolifération  des  fibroblastes mais  peuvent  avoir  des  rôles  très  divers.  Certains  de  ses 




est  corrélée  avec  la  sévérité  de  la  FTI  (106).  In  vitro,  cette  cytokine  augmente  la 
prolifération  des  fibroblastes  et  leur  expression  d'SMA  sans  toutefois  accroître  la 
production  des  protéines  matricielles  (106).  De  plus,  sur  des  cultures  de  fibroblastes 
humains,  l'effet  prolifératif  du  TGF  passerait  en  grande  partie  par  la  sécrétion  et  la 
stimulation autocrine du FGF‐2 (107). L'autre FGF étudié dans  le rein est  le FGF‐23.  Il est 
largement  étudié  pour  son  implication  dans  le  métabolisme  du  phosphate  et  la 
production  de  vitamine D  (108).  En  effet,  il  diminue  la  production  des  enzymes  qui 
métabolisent  la  vitamine D  en  sa  forme  active  et  augmente  l'excrétion  rénale  du 








et est composée de plus de 20 membres  (109). Ces protéines  sont  impliquées dans de 
nombreux  processus  biologiques  comme  la  croissance,  la  différenciation  ou 
l'apoptose (110). L'osteogenic protein 1 plus connue sous  le nom de BMP‐7 est un espoir 




Smad  phosphorylées  fixent  la  protéine  Smad  commune,  Smad4,  et  sont  exportées  au 
noyau  (112).  Les  complexes  Smad2/3  –  Smad4  et  Smad1/5/8  –  Smad4  n'auront  pas  les 
mêmes  cibles.  Alors  que  le  complexe  Smad2/3  –  Smad4  induit  l'EMT,  le  complexe 
Smad1/5/8 – Smad4 l'inhibe (111). De plus, BMP‐7 active la Smad inhibitrice Smad6 (26) qui 
bloque la phosphorylation de Smad2 (113) due à la fixation du TGF sur son récepteur. 
Le  rein  représente  le  lieu de synthèse principal de BMP‐7 que ce soit aux stades 
embryonnaire ou adulte (114). Toutefois, le lieu de synthèse de BMP‐7 dans le néphron est 
encore  discuté.  Une  étude  de  2002  chez  des  souris  exprimant  la  ‐galactosidase  sous 
contrôle  du  promoteur  de  BMP7  établit  qu'elle  est  exprimée  dans  le  canal  collecteur, 
l'anse  ascendante  fine,  le  tubule  distal  et  les  podocytes,  mais  qu'elle  est  absente  du 
tubule  proximal  (115).  Une  autre  étude  cinq  ans  plus  tard  réalise  un  marquage 
immunohistochimique  de  BMP‐7  sur  des  biopsies  humaines  et  affirme  que  les  tubules 
proximaux seraient marqués. Toutefois, les photographies de l'article ne permettent pas 
de se faire une idée claire car, à l'inverse de la première étude, aucun co‐marquage n'est 
effectué.  Au  final,  même  si  l'expression  de  BMP‐7  dans  le  tubule  proximal  reste  à 
démontrer  clairement,  cette  cytokine  est  exprimée  dans  différentes  structures  du 
néphron. 
Dans  le modèle d'OUU,  le traitement de rats par BMP‐7 un  jour avant  l'induction 
de  la  pathologie  réduit  les  effets  de  l'obstruction.  Les  reins  des  animaux  traités 
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la  régénération  du  foie,  ce  qui  lui  a  valu  son  nom.  Quelques  années  plus  tard,  de 
nombreuses publications ont révélé des effets de l'HGF sur les épithélia d'autres organes 
tels que le placenta, les poumons, les dents, les glandes mammaires et le rein (118). De ce 




mutations  menant  à  son  auto‐activation.  Ces  mutations  sont  à  l'origine  de  nombreux 
cancers. Le couple HGF/c‐Met  induit de  très  larges effets mitogéniques, motogéniques, 
morphogéniques  et  anti‐apoptotiques  (118).  Au  niveau  des  organes,  le  HGF  est 
proangiogénique  (118).  In  vitro,  sur  des  cellules  tubulaires  cultivées  en  matrice  de 
collagène,  le  HGF  permet  la  formation  de  tubules  (119)  et  joue  un  rôle  dans  la 
tubulogenèse embryonnaire  (118). De plus,  il est un  facteur de différenciation pour  les 
cellules mésenchymateuses du métanéphros (119). A l'âge adulte, le HGF est un puissant 
facteur  anti‐apoptotique  et  prolifératif  (118‐121).  Au  vu  de  ces  effets,  certains  auteurs 
voient l'HGF comme l'exact opposé du TGF, allant même jusqu'à parler de Yin et Yang et 
postulent que  la balance d'expression HGF/TGF  conditionnerait  le devenir des  lésions 
(120). En effet, sur l'EMT, l'apoptose et la prolifération des cellules épithéliales tubulaires, 
le TGF et  l'HGF ont des propriétés diamétralement opposées. Ceci peut s'expliquer en 
partie par  les voies de signalisation de ces deux cytokines puisque  l'HGF peut bloquer  la 
voie des Smad induite par le TGF (120). 
Ces effets laissent penser que l'HGF pourrait être un traitement de choix dans les 
pathologies  rénales  caractérisées  par  une  perte  de  cellules  tubulaires  et  par  leur 




la  progression  des  lésions  rénales  (122).  Une  autre  équipe  a  travaillé  sur  le  mode 
d'administration  de  la  cytokine.  Plutôt  que  d'injecter  directement  la  protéine,  ils 
proposent de  transfecter un vecteur codant pour cette dernière dans  le muscle de  rats 
(123). Ces plasmides sont enrobés dans des liposomes qui autorisent le passage de l'ADN 
dans les cellules. Comme dans les travaux précédents, la surexpression de cette cytokine 
réduit  l'inflammation,  l'apparition  des  myofibroblastes  et  la  FTI.  Ces  études  montrent 
l'effet protecteur du HGF lors du développement de la pathologie mais il restait à prouver 
son  efficacité  sur  une  FTI  déjà  installée.  Lorsque  l'administration  du  HGF  débute  trois 
jours après  l'induction de  la pathologie, on  retrouve ces effets bénéfiques.  Il bloque  la 





Toutes  les  cytokines  que  nous  venons  de  voir  régulent  de  façon  positive  ou 
négative  les  phénomènes  conduisant  à  l'apparition  des  myofibroblastes,  cellules 
responsables de la synthèse excessive de MEC. La quantité de ces cellules dans le tissu est 
corrélée  à  la  quantité  de  protéines  de  MEC  accumulées.  Les  myofibroblastes  ont  des 
origines  cellulaires  très  diverses  (125).  Ils  peuvent  être  issus  de  l'activation  des 
fibroblastes rénaux interstitiels, de la dédifférenciation des cellules épithéliales tubulaires 
par  un  processus  de  transition  épithélio‐mésenchymateuse  (EMT)  ou  des  cellules 
endothéliales  par  un  processus  de  transition  endothélio‐mésenchymateuse  (EndoMT). 









cellules musculaires  lisses. Ces propriétés découlaient de  l'observation de  la contraction 
et  de  la  cicatrisation  des  plaies  de  la  peau  (127).  A  ces  propriétés  fonctionnelles  sont 
associées  des  caractéristiques  structurales  et  morphologiques.  Ces  cellules  ont  une 
apparence  étoilée  avec  des  projections  cytoplasmiques  importantes  (128).  Pour  leurs 
fonctions de  synthèse de MEC,  ces  cellules ont un  réticulum endoplasmique granuleux 
ainsi qu'un  appareil de Golgi  très développés  (128,  129)  alors que pour  leurs  fonctions 
contractiles, elles possèdent des myofilaments périphériques (129) et des Gap  jonctions 
leur  permettant  de  communiquer  les  unes  avec  les  autres  (130).  Ces  Gap  jonctions 
permettent aux cellules de  synchroniser  leur contraction. Une autre caractéristique est 
l'expression  de  novo  de  l'-smooth  muscle  actin  (SMA)  (127‐132).  Cette  protéine  du 
cytosquelette  est  le  marqueur  le  plus  couramment  utilisé  pour  quantifier  les 















Lors  d'une  lésion  tissulaire,  le  but  des  myofibroblastes  est  de  rapidement  restaurer 
l'intégrité  tissulaire  en  sécrétant  et  en  réorganisant  la MEC  (127). Ainsi  le  tissu  lésé  se 
collapse évitant ainsi les infections, les saignements et autres fuites de fluides. Toutefois, 
une  cellule  ne  devient  pas  un  myofibroblaste  accompli  aussi  rapidement.  Il  existe 
plusieurs stades de différenciation des myofibroblastes. En effet, entre le fibroblaste et le 













importantes  (127).  Spontanément, on  aurait pu penser que  l'absence d'SMA dans  les 
myofibroblastes  conduirait  à  une  perte  de  fonction  de  ces  cellules.  Une  étude  sur  la 
fibrose rénale montre qu'il n'en est rien et que l'absence d'SMA augmente même la FTI 
(133). 
Quel  est  le  devenir  de  ces  myofibroblastes  ?  Lorsque  le  tissu  ou  l'organe  est 
stabilisé, les myofibroblastes n'ont plus de raison d'être et entrent en apoptose (130, 131). 
Bien que  les phénomènes précis ne soient pas encore bien élucidés,  il semblerait que  la 
diminution  de  la  tension  perçue  par  le  myofibroblaste  conduise  à  son  apoptose  ou  à 
l'inhibition de  l'expression de  l'SMA et  leur dédifférenciation en  fibroblaste  (131). Une 
autre hypothèse serait que  l'augmentation de  la concentration en myofibroblastes dans 
un tissu augmente les liaisons cellules‐cellules et que ces liaisons inhiberaient les signaux 
de  survie  (131). Ce  schéma  représente  le but à atteindre en  thérapeutique,  toutefois,  il 
existe  de  nombreux  exemples  où  ces  myofibroblastes  persistent  dans  les  tissus  et 
conduisent à l'apparition de fibrose et de tissus cicatriciels (130). Une étude indique que le 
maintien de l'activation de ces myofibroblastes est dû à des modifications épigénétiques 
(134).  En  effet,  la  méthylation  de  certains  gènes  répresseurs  spécifiques  diminue  leur 
expression  et  maintient  l'état  d'activation.  L'absence  d'expression  de  la 
méthyltransférase  Dnmt1  responsable  de  ces  méthylations  diminue  la  FTI  (134).  Ceci 
rajoute  un  niveau  de  régulation  des  myofibroblastes.  L'environnement  physique,  le 





Comme  nous  l'avons  vu  précédemment  le  rôle  des  myofibroblastes  dans  la 
sauvegarde d'un tissu ou d'un organe est tel que de très nombreux types cellulaires sont 
capables de s'activer, se différencier ou se dédifférencier en myofibroblastes (127). Dans 










épithéliales,  ni  vasculaires,  ni  immunitaires  (135).  Actuellement,  il  n'existe  pas  de 
marqueur idéal et spécifique des seuls fibroblastes, ce qui est un frein majeur à leur étude 
et à leur localisation dans les tissus sains ou pathologiques. Toutefois, une étude a dressé 
le  profil  d'expression  génique  de  cinquante  primo‐cultures  de  fibroblastes  dermiques 
humains  issus  de  dix  localisations  anatomiques  (abdomen,  prépuce,  orteil...)  sur  seize 
patients  d'âges  différents  (136).  Il  s'avère  que  deux  fibroblastes  de  localisations 
différentes  sont  aussi  éloignés  que  deux  lignées  de  cellules  immunitaires.  Ceci  peut 
s'expliquer  par  la  caractérisation  par  défaut.  En  effet,  la  dénomination  fibroblaste 
regroupe  certainement  plusieurs  types  cellulaires  distincts.  Au  vu  de  ces  résultats,  il 
semble de première  importance de caractériser  la ou  les populations de fibroblastes de 
chaque tissu.  
Comme  nous  venons  de  le  voir,  il  serait  futile  d'essayer  de  décrire  les  rôles 
généraux  des  fibroblastes.  Nous  nous  en  tiendrons  donc  seulement  aux  fibroblastes 
rénaux.  Dans  le  rein,  les  fibroblastes  ont  pour  rôle  majeur  de  synthétiser  la  MEC  des 
tissus, d'établir des contacts entre les cellules et de maintenir  la structure du tissu (137). 
En effet, ces cellules dégradent et synthétisent  la MEC sur  laquelle reposent  les cellules 
épithéliales et les cellules endothéliales (138). La nature des fibres est un régulateur de la 
fonction cellulaire. Par exemple, on sait que l'expression de ED‐A fibronectine conduit à la 
différenciation des  fibroblastes qui  y  reposent en myofibroblastes  (132). En  régulant  la 
quantité de cette matrice, les fibroblastes jouent directement sur la fonction du rein. Plus 
l'espace entre les vaisseaux sanguins et les tubules rénaux est grand, moins les échanges 
de  sécrétion  et  de  réabsorption  seront  efficaces  (138).  Enfin,  ils  ont  un  rôle  sur  la 
structure du rein. En parallèle du tubule rénal, court un vaisseau sanguin qui est maintenu 
à proximité par le réseau fibreux des fibroblastes (138). Dans le rein sain, les fibroblastes 
permettent d'optimiser  les communications entre  les cellules en maintenant  la distance 
et la nature du filtre qui les séparent.  
Les  fibroblastes  seraient  les  précurseurs  "naturels"  et  logiques  des 
myofibroblastes. Le fibroblaste s'active en myofibroblaste lorsque la tension du tissu qu'il 
perçoit devient trop importante. Pour une tension inférieure à 2,5 kPa, le fibroblaste reste 
fibroblaste,  lorsque  cette  tension  augmente  jusqu'à  10 kPa,  il  se  pré‐active  en  proto‐





les  fibroblastes en mesurant  l'expression de  l'SMA. Le  rein ne  fait pas exception à  la 
règle, mais à  la  lumière des connaissances obtenues sur  la physiologie du fibroblaste et 





Dans  de  nombreux  domaines  de  la  biologie,  il  est  connu  que  les  cellules 
épithéliales  peuvent  se  dédifférencier  en  cellules  mésenchymateuses.  Ces  cellules 
perdent  leurs  caractéristiques  épithéliales  (polarisation,  jonctions  cellules‐cellules,  E‐
cadhérine,  ZO‐1,  cytokératine...)  et  acquièrent  des  propriétés  mésenchymateuses 
(mobilité, morphologie, production de protéines de  la MEC, SMA, FSP1...)  (139‐141). Le 





développement  normal  de  tous  les  organes.  Lors  d'une  blessure  cutanée,  les 
kératinocytes entrent en EMT afin de permettre l'oblitération de la plaie (139). L'EMT de 
type  II  semble occuper une place de premier ordre dans  les pathologies  fibrosantes et 
affecte de nombreux organes tels que le foie, le poumon, l'œil, l'intestin et le rein. Enfin 
l'EMT de type III correspond à la différenciation des cellules néoplasiques qui au cours de 
leurs  divisions  perdent  leur  phénotype  épithélial  et  acquièrent  une  mobilité 
(métastase) (140). 
Dans  les pathologies  fibrosantes  rénales décrites dans ce manuscrit, seule  l'EMT 
de  type  II  est  impliquée.  Depuis  quelques  années,  il  a  été  clairement  prouvé  que  des 






du cycle a un  rôle protecteur dans cette  fibrose  (142). En  l'absence de prolifération,  les 
cellules tubulaires activent un mécanisme de transition. D'un point de vue mécanistique, 
ce  processus  se  décompose  en  quatre  étapes.  La  première  consiste  en  la  perte  de 
l'adhésion cellule‐cellule au niveau du tubule. S'ensuivent l'expression de novo d'SMA et 
la  réorganisation  du  cytosquelette  d'actine.  Par  la  sécrétion  de  métalloprotéinases 
matricielles  (MMP),  les  cellules  en  cours  de  transition  dégradent  la  lame  basale  sur 
laquelle elles reposent et qui les séparent de l'interstitium. Enfin, la résultante de ces trois 
premières phases permet à ces cellules, qui ne  sont plus adhérentes entre elles et à  la 
MEC et qui ont modifié  leur  cytosquelette, de  répondre  aux  signaux  chimioattractants 
présents dans l'espace interstitiel (141, 143, 144).  
 
L'EMT  est  dépendante  du  ratio  de  cytokines  synthétisées.  Un  déséquilibre  en 
faveur  des  cytokines  profibrosantes  (TGF,  CTGF,  FGF...)  versus  antifibrosantes  (HGF, 
BMP7)  conduit  à  la  dédifférenciation  des  cellules  épithéliales  (81).  Cependant,  ce 
processus  est  réversible  si  les  signaux  activateurs  ne  sont  pas  maintenus  plus  de  48 
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heures (81). Les médiateurs capables d'induire ce processus sont très nombreux et  leur 
liste augmente de  jour en  jour. Potentiellement,  toutes  les molécules qui  fragilisent  les 
jonctions cellule‐cellule, qui  induisent un stress (mécanique, chimique...) des cellules, qui 
modifient ou dégradent  la  lame basale  sur  laquelle  reposent  les  cellules...  seraient des 
inducteurs de  l'EMT. Toutefois,  seul  le TGF est  capable d'induire  toutes  les étapes de 
cette  transition  (87).  Les  autres  cytokines  citées  dans  le  paragraphe  précédent 
potentialisent les effets du TGF ou n'agissent que sur quelques unes des quatre étapes 
décrites.  On  vient  de  voir  que  les  molécules  capables  d'induire  l'EMT  sont  très 
nombreuses, il n'est donc pas étonnant que les voies de signalisation qui y conduisent, le 
soient tout autant. Toutefois, trois voies principales se dégagent : la voie de signalisation 
du TGF par  les Smad,  la voie des  intégrines et de  l'ILK et enfin celle de Wnt et de  la ‐
caténine (141, 143, 145). 
Le phénomène d'EMT a été observé dans plusieurs modèles animaux de FTI (144). 
Dans  les modèles d'OUU  (87,  146), de néphropathie diabétique  (147), de néphrectomie 
subtotale (148), de glomérulonéphrite induite par sérum néphrotoxique (149) et de rejet 
d'allogreffe  chronique  (150),  les  auteurs  ont  montré  que  cette  transition  était  un 
processus  intervenant  dans  l'apparition  des myofibroblastes.  Dans  l'obstruction,  l'EMT 
serait  à  l'origine  de  36  %  des  myofibroblastes  alors  que  les  fibroblastes  résidents  ne 
seraient  impliqués qu'à  15 %  (146). Ces  résultats confirment que  les cellules épithéliales 
seraient une source non négligeable de myofibroblastes dans le développement de la FTI. 
Cependant, certaines études  remettent en question ce phénomène  in vivo  (151). 
Par  des  approches  d'animaux  exprimant  spécifiquement  la  ‐galactosidase  dans  les 
cellules épithéliales tubulaires,  les auteurs montrent qu'aucune activité galactosidasique 













La  première  évidence  de  l'implication  de  ce  phénomène  dans  un  processus 
fibrosant a été apportée par une étude sur  la  fibrose cardiaque  (154). La co‐expression 
d'un marqueur endothélial, CD31, et d'un marqueur (myo)fibroblastique, Fsp‐1,  révèle  la 
dualité  de  ces  cellules  et  permet  de  les  repérer  dans  un  tissu.  Cependant,  dans  cette 
étude,  les  auteurs  ne  quantifient  pas  la  proportion  de  myofibroblastes  issus  de  cette 
EndoMT mais  décrivent  que  les  stimuli menant  à  cette  transition  sont  les mêmes  que 
pour l'EMT. En effet, le TGF induit la dédifférenciation alors que le BMP‐7 l'inhibe (154). 
Des  études  sur  le  rein  ont  suivi  et  dévoilent  également,  dans  différents  modèles, 
l'implication  de  l'EndoMT  dans  la  FTI. Un  joli  travail  a  été  réalisé  en  parallèle  sur  trois 
modèles  de  FTI  et  quantifie  le  nombre  de  cellules  interstitielles  provenant  de  cette 
transition  (155).  Pour  cette  quantification,  les  auteurs  expriment  les  pourcentages  en 
fonction  du  taux  de  cellules  Fsp‐1  positives  (fibroblastes  +  myofibroblastes)  et  SMA 
positives (myofibroblastes). Dans l'OUU, 36 % des fibroblastes et 25 % des myofibroblastes 
sont issus de l'EndoMT alors que dans un modèle de maladie d'Alport, ce sont 45 % et 60 
%,  respectivement  qui  proviennent  de  ce  phénomène  (155).  Dans  un  modèle  de 
néphropathie  diabétique  induite  par  la  streptozotocine,  deux  études  identifient  les 
cellules  endothéliales  comme  source  conséquente  de  myofibroblastes  et  ce, 
précocement (156) ou plus tardivement (155) dans le développement des lésions. Six mois 
après l'induction de cette néphropathie, les cellules endothéliales sont à l'origine de 40 % 
des  cellules  Fsp‐1 positives  et de  50  % des  cellules SMA positives  (155). Au  vu de  ces 
résultats,  ce  processus  récemment  caractérisé  est  de  premier  ordre  puisqu'il  est  à 
l'origine  de  30  à  50  %  des  (myo)fibroblastes  selon  les  modèles  de  néphropathies.  Les 
similitudes avec  l'EMT devraient faciliter  l'étude des mécanismes moléculaires  impliqués 
dans  l'EndoMT. Cependant,  les  cellules endothéliales  ayant des propriétés  intrinsèques 
particulières,  cette  transition  doit  avoir  des  voies  de  transduction  spécifiques. Bloquer 
cette transition permettrait d'une part, de réduire  l'accumulation de myofibroblastes et 






Les  fibrocytes  sont  des  cellules  issues  de  la  moelle  osseuse.  Ces  cellules 
précurseurs appartiennent à la lignée hématopoïétique et possède des caractéristiques à 
la fois des cellules souches hématopoïétiques (CD34, CD45), des monocytes (CD11b, CD14, 
CD80,  CD86)  et  des  fibroblastes  (collagène  de  type  I,  fibronectine,  vimentine, 
MMP9) (157, 158). Elles expriment également de nombreux récepteurs aux chimiokines, 
des  CCR  comme  des  CXCR,  ce  qui  leur  permet  de  répondre  à  un  très  large  panel  de 
chimiokines  (158).  Dans  le  rein,  une  étude  souligne  que  le  couple  CCL21/CCR7  serait 













tous  les  organes  (161).  Leur  nom  est  dû  à  la  localisation  mais  ne  reflète  pas  leurs 
fonctions. De ce  fait, ce "groupe" cellulaire d'"en‐contact‐avec‐l'endothélium‐cytes" est 
composé  de  plusieurs  types  cellulaires.  Ce  n'est  que  récemment  que  ses  différents 
constituants ont été  identifiés (162).  ll contient  les cellules musculaires  lisses vasculaires 
exprimant l'SMA et les péricytes à proprement parler (162). Ces dernières représentent 
une  infime  partie  des  "en‐contact‐avec‐l'endothélium‐cytes".  Les  péricytes  ont  des 
propriétés proches des cellules souches mésenchymateuses de  la moelle osseuse  (161). 
En  effet,  elles  sont  capables  de  se  différencier  en  cellules  musculaires  lisses,  en 
adipocytes,  en  chondrocytes,  en  ostéoblastes  ou,  pour  ce  qui  nous  intéresse  ici,  en 
(myo)fibroblastes  (162).  Ces  cellules  multipotentes  ont  un  rôle  dans  la  régénération 
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tissulaire  puisqu'elles  sont  présentes  dans  tous  les  organes  et  qu'elles  ont  des 
potentialités de différenciation et de  sécrétion  importantes. En effet,  l'injection de  ces 
cellules dans le muscle, l'os ou la peau permet de régénérer ces organes (162). Toutefois 
après  la  greffe,  peu  de  chimérisme  est  observé  ce  qui  laisse  penser  que  ces  cellules 
auraient un rôle bénéfique, plus par leurs sécrétions et leurs effets para ou juxtacrine que 
par leurs propriétés de précurseurs cellulaires (162). 
Dans  le  rein,  une  étude  démontre  que  les  péricytes  sont  à  l'origine  de  la  plus 
grande  partie  des  myofibroblastes  apparaissant  après  obstruction  urétérale  (163).  En 
effet, par des techniques de modélisation mathématique visant à déterminer la durée du 
cycle  cellulaire,  les  auteurs  en  concluent  que  les  cellules  interstitielles  synthétisant  le 




du collagène  I seraient  issus des péricytes. Dans une autre étude (151),  la même équipe 
utilise  des  animaux  exprimant  le  gène  Lac‐Z  uniquement  dans  les  cellules  de  la  lignée 
mésenchymateuse,  c'est‐à‐dire,  les  cellules  mésangiales,  les  cellules  musculaires  lisses 
vasculaires  et  les  péricytes  alors  que  les  cellules  épithéliales  et  endothéliales  ne 
l'expriment  pas.  Quatorze  jours  après  ligature  d'un  uretère,  la  quasi‐totalité  des 
myofibroblastes (SMA+) est positive pour la ‐galactosidase. Des résultats similaires ont 
été obtenus dans un modèle d'ischémie‐reperfusion  rénale  (151). Cette étude  remet en 







cela, une meilleure compréhension de son origine était  indispensable. Le  fibroblaste,  la 





mais  les  techniques,  les  modèles  animaux,  les  cinétiques...  sont  très  différents  d'une 
étude à  l'autre. Toutefois, c'est  la somme d'arguments apportés par différentes études 
qui  permet  de  valider  une  hypothèse.  Si  l'on  récapitule  les  données  obtenues  dans  le 
modèle d'obstruction, on  s'aperçoit que  les myofibroblastes dérivent à 36 % de cellules 
épithéliales (146), à 36 % de cellules endothéliales  (155), à  15 % de  fibroblastes  (146) et à 
100 % de péricytes (151). Ceci nous fait un total de 187 % sans compter ceux provenant des 
fibrocytes !!! Il faudrait que sur le même échantillon, l'on puisse quantifier le co‐marquage 
























Nous  envisagerons  les  différents  constituants  ainsi  que  les  acteurs  intervenant 




















chez  les mammifères  (167). La  familles des  collagènes  contient 28 membres  classés en 
collagènes fibrillaires (I, II, III, V, XI, XXIV, XXVII), collagènes associés aux fibrilles (VII, IX, 
XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXII), collagènes formant des réseaux (IV, VI, VIII, X), collagènes 
transmembranaires  (XIII,  XVII,  XXIII,  XXV),  collagènes  précurseurs  d'endostatine  (XV, 
XVIII) ou enfin en collagènes n'appartenant à aucune des catégories listées (XXVI, XXVIII) 
(168). La molécule de collagène est un homo ou hétérotrimère de chaînes  enroulées sur 













Les  laminines  sont des protéines hétérotrimériques  (sous‐unités , ,  )  les plus 
abondantes dans la membrane basale (169). Elles jouent le rôle de pont entre les cellules 
et les protéines fibrillaires et les autres laminines de la MEC. L'exemple le plus parlant de 
leur  importance est  l'épidermolyse bulleuse, pathologie pour  laquelle,  la peau n'adhère 
pas correctement à la membrane basale et lors d'un frottement des lambeaux entiers de 






La  fibronectine  est  une  grande  glycoprotéine  impliquée  dans  de  nombreux 






synthétisée par  les hépatocytes. Elle  joue un rôle dans  la formation du thrombus. Cette 
forme  correspond  à  une  forme  adulte.  A  l'inverse,  au  cours  du  développement  et  en 
conditions  physiopathologiques,  les  formes  ED‐A  et/  ou  ED‐B  sont  réexprimées  (171). 
Comme  nous  l'avons  vu  dans  un  chapitre  précédent,  le  variant  ED‐A  joue  un  rôle 
important dans  l'activation des myofibroblastes. En effet,  ce  variant  synthétisé par  les 
myofibroblastes  et  activateur  de  ces  derniers  est  impliqué  dans  la  cicatrisation, 
l'accumulation  de  MEC  et  la  différenciation  cellulaire.  Le  mécanisme  à  l'origine  de  la 
modification  de  l'épissage  du  transcrit  en  conditions  pathologiques  n'est  pas  connu  à 
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l'heure actuelle. Au niveau de  leur  fonction au sein de  la MEC, comme  les  laminines,  la 
fibronectine est un pont entre les cellules et la MEC sous‐jacente (170). 
Dans  la  fibrose  rénale,  pour  les  deux  caractéristiques  citées  précédemment,  la 








mais occupent  la  très  large majorité de  l'espace  interstitiel  (176).  Ils  sont composés de 





très  important  et  forme  un  gel.  Ce  gel  permet  la  diffusion  des  nutriments  et  autres 
solutés  du  liquide  interstitiel.  De  plus,  à  l'inverse  des  protéines  fibrillaires  qui  sont 
résistantes  aux  forces  d'étirement,  les  protéoglycanes  sont  résistants  aux  forces  de 
compression  (176).  Ces  deux  types  de  molécules  sont  intimement  liés  puisque  les 




meilleur  exemple  est  la  fente de  filtration  glomérulaire dans  laquelle  ces molécules  et 
plus particulièrement le perlecan fixent la porosité du maillage (176). Ces protéoglycanes 




peuvent protéger  les protéines de  l'action de protéases. Un exemple bien connu est  la 
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fixation  de  facteurs  de  croissance  à  la  MEC  libérés  lors  d'une  modification  de 
l'environnement (dégradation de  la MEC, sécrétion d'enzyme activatrice de  la proforme 




dans  ce  manuscrit  est  la  mise  en  place  d'un  gradient  de  chimiokines.  Ces  molécules 
synthétisées par une cellule stressée se fixent sur les molécules de la MEC, mettant ainsi 












tôt,  il a été  identifié pour son  implication dans ces pathologies et actuellement,  la quasi‐
totalité  de  l'arsenal  thérapeutique  vise  à  bloquer  son  activité  (180).  Il  existe  deux 
composantes de ce système : le système classique circulant représenté sur le schéma et le 
système tissulaire ou local (181). Les deux systèmes font intervenir les mêmes enzymes et 
conduisent aux mêmes produits. Bien que d'autres  formes d'angiotensine  (Ang  III, Ang 
IV...)  puissent  avoir  des  activités  biologiques  (181),  l'angiotensine  II  (Ang  II)  est  la 
molécule  historique  la  plus  décrite  pour  son  implication  dans  les  processus  fibrosants 
pathologiques. L'Ang  II se  lie à deux récepteurs couplés aux protéines G appelés AT1 et 
AT2  (180‐182).  Bien  que  l'effet  global  de  l'injection  d'Ang  II  soit  l'augmentation  de  la 
pression sanguine, de nombreux autres effets ont été décrits pour ses récepteurs. L'AT1 
induit  la  vasoconstriction,  la  soif,  les  sécrétions  d'hormone  anti‐diurétique  (ADH)  et 
d'aldostérone,  la  fibrose,  la  production  de  radicaux  libres  oxygénés,  la  croissance 
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cellulaire  et  la  migration  alors  que  l'AT2  induit  la  vasodilatation,  la  production  de 
monoxyde d'azote (NO) et inhibe la croissance cellulaire (181).  
L'Ang II est impliquée dans toutes les étapes conduisant à la fibrose. De ce fait, elle 
aurait  tout  aussi  bien  pu  être  présentée  dans  les  chapitres  précédents.  La  fixation  de 
l'Ang  II  sur  ses  deux  récepteurs  active  la  voie  du  NFB  (183),  voie  de  signalisation 
inflammatoire  qui  conduit  à  l'expression  de  chimiokines  et  de  molécules  d'adhésion 




synthèse des protéines de  la MEC  (186). L'Ang  II  stimule également  l'expression d'une 
autre  cytokine,  le  CTGF,  via  des  mécanismes  TGF  dépendants  et  indépendants  (187). 
Tout ceci entraîne  la prolifération des  fibroblastes et  l'augmentation de  la  synthèse de 
protéines de la MEC (188). 
 
Le  système  rénine/angiotensine  est  la  cible de  nombreux médicaments  visant  à 
améliorer  les  atteintes  rénales.  La  plus  ancienne  classe  est  celle  des  inhibiteurs  de 
l'enzyme de conversion (IEC) avec la découverte du Captopril en 1970 (189). Cette classe 
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bien qu'efficace et  toujours utilisée à  l'heure actuelle  (enalapril,  ramipril, benazepril...), 
présente  certains  inconvénients. En effet,  il existe des  voies enzymatiques  alternatives 
permettant la métabolisation de l'Ang I en Ang II. De plus, ces inhibiteurs déclenchent des 
hyperkaliémies,  de  la  toux  et  de  l'angioedème  (189).  Au  vu  de  ces  inconvénients,  la 
recherche a voulu bloquer  le système en aval et a ainsi développé des antagonistes des 
récepteurs  1  à  l'Ang  II  (les ARA2  :  losartan,  valsartan,  irbesartan...)  (189).  Les  résultats 
obtenus  avec  ces  molécules  ont  présenté  des  résultats  intéressants  et  surprenants. 
L'analyse  de  l'effet  du  blocage  du  récepteur  AT1  a  révélé  qu'une  partie  des  effets 
bénéfiques passait par  l'augmentation de  la  stimulation de  l'AT2  (190). Des  recherches 
sont menées actuellement afin d'identifier des agonistes AT2 et d'évaluer leurs effets. Le 
composé 21 est en cours d'étude et permettra d'évaluer les bénéfices de cette nouvelle et 
potentielle  classe  de  molécules  (191).  Basée  sur  l'observation  que  les  bithérapies 
IEC/ARA2  augmentent  les  taux  circulants  de  rénine  ce  qui  conduit  à  un  échappement 
thérapeutique,  l'hypothèse  inverse a été  formulée, comme quoi,  le blocage du système 
en  amont  serait plus efficace ou  tout du moins  complémentaire.  La  cible était donc  la 
rénine,  enzyme  limitante  du  système.  Pour  cela,  l'inhibiteur  Aliskiren  a  été  développé. 
Encore  testé  sur  le  long  cours,  chez  les patients,  les  résultats préliminaires ont prouvé 
que  cet  inhibiteur,  seul  ou  combiné  à  un  ARA2,  pouvait  réduire  la  protéinurie  des 
patients (17).  
Le  rôle  du  système  rénine/angiotensine  n'est  plus  à  démontrer  même  si  ce 
système  n'a  pas  encore  révélé  toute  sa  complexité.  Pour  le  traitement  de  la  FTI,  les 









dans  la  circulation. Ce peptide est  clivé une première  fois par une enzyme découverte 
dans  le pancréas, organe auquel elle doit son nom de kallikréine. Les produits de cette 
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conversion  avec  le  système  rénine/angiotensine.  Lorsque  l'enzyme  de  conversion  est 
inhibée  par  des  IEC  afin  de  diminuer  les  taux  d'Ang  II,  la  dégradation  de  la  BK  est 






est  constitutivement  exprimé  dans  la  plupart  des  tissus,  le  RB1  n'est  que  peu  ou  pas 




physiologiques  (donc via  le RB2) comme  les régulations de  la pression sanguine, et des 
fonctions  rénales et  cardiaques, et dans des processus pathologiques  (majoritairement 
via  le  RB1)  comme  l'inflammation.  Ces  effets  sont  obtenus  principalement  par  la 
production de NO et de prostaglandines conduisant à  la vasodilatation,  l'augmentation 
de la perméabilité vasculaire (194). Le traitement de l'hypertension par des IEC augmente 
donc  la vasodilatation kinine dépendante associée à  la diminution de  la vasoconstriction 
Ang II dépendante. Plusieurs études établissent que les effets bénéfiques des IEC sont en 
partie dus à l'augmentation des kinines (195‐197). 
Toutefois,  les effets  inflammatoires et  l'expression  strictement pathologique du 
RB1  ont  laissé  penser  qu'il  pourrait  être  une  cible  thérapeutique  intéressante  pour  le 
traitement  des  pathologies  rénales  chroniques.  A  l'aide  de  souris  invalidées  pour  ce 
récepteur  et  d'antagonistes  spécifiques  du  RB1,  l'équipe  s'est  attachée  à  mettre  en 
évidence le potentiel thérapeutique du blocage de ce récepteur. Dans un modèle d'OUU, 
nous avons mis en évidence que  le blocage génétique du RB1 protégeait de  l'apparition 
de  FTI,  mais,  résultat  plus  intéressant,  que  l'antagoniste  non  peptidique  SSR240612 
administré  quotidiennement  sur  une  FTI  déjà  installée  permettait  de  réduire 
l'accumulation de MEC (198). L'effet du blocage du RB1 se retrouve sur  l'expression des 
chimiokines  et  cytokines,  de  l'inflammation  et  sur  l'accumulation  de  myofibroblastes. 
L'OUU ayant fourni  la preuve de concept du rôle du RB1 dans  la FTI, nous nous sommes 
intéressés  ensuite  à  un  modèle  de  glomérulonéphrite  induite  par  anticorps  anti‐
membrane  basale,  modèle  chronique  de  néphropathie  (199).  Dans  ce  modèle  aussi, 














cascade par  clivage protéolytique. L'enzyme clé de  ce  système est  la plasmine qui a  la 
capacité de dégrader des protéines matricielles telles que la fibronectine, la laminine ou le 
perlécan. Elle permet également  le  clivage et  l'activation des pro‐MMPs en MMPs. Les 
MMPs  (voir  chapitre  suivant)  sont  les  enzymes  spécialisées  dans  la  dégradation  de  la 
MEC.  Ainsi  la  plasmine,  dans  une  situation  de  fibrose,  semble  être  bénéfique  pour  la 
résolution de cette dernière. Toutefois, il n'en est rien. La dégradation des protéines de la 
lame basale permet  la migration des  cellules épithéliales dans  l'interstitium et  favorise 




De  nombreux  résultats  ont  été  obtenus  grâce  aux  animaux  invalidés  pour  les 
différents constituants de ce système. Les résultats sont divers mais  il semble toutefois 
ressortir  une  indépendance  entre  ces  composants,  remettant  en  cause  la  cascade 
présentée ici. Même si chaque élément prend place dans la succession de réactions, leurs 
activités  "annexes"  sont  telles  que  l'on  se  doit  de  les  envisager  en  tant  qu'acteur  à 
proprement parler. 
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Le plasminogen activator  inhibitor  1  (PAI‐1) est  le premier élément de  la cascade 
synthétisé principalement par  le  foie et  le  tissu adipeux. Le PAI‐1 se  lie avec  l'urokinase 
type plasminogen activator (uPA) et le tissue type plasminogen activator (tPA) bloquant 
ainsi leur activité catalytique d'activation du plasminogène (200‐202). De plus, PAI‐1 se lie 
également  à une protéine de  la MEC,  la  vitronectine.  Le PAI‐1 et  les  cellules  seront en 
compétition  pour  la  fixation  à  la  vitronectine  ce  qui  conduira  à  une  fragilisation  de 
l'adhésion  cellule/MEC  à  l'origine  de  l'EMT  (200).  Cet  inhibiteur  est  quasiment 
indétectable en conditions physiologiques et fortement surexprimé  lors de nombreuses 





de  l'uPA ne sont pas modifiées par  l'absence du PAI‐1. Ceci  laisse penser que  les effets 
délétères  de  PAI‐1  sont  indépendants  de  la  cascade  du  plasminogène.  Le  pendant  de 
cette étude était de regarder l'effet de la surexpression du PAI‐1. La même équipe met en 
évidence que les souris transgéniques ont une inflammation et une fibrose exacerbées et 





empêchant sa  liaison aux PA (207). Dans  le modèle d'OUU et  lorsqu'ils sont administrés 
trois  jours  après  l'induction  de  la  pathologie,  ces  leurres  sont  capables  de  réduire 
l'accumulation de protéines de  la MEC sans modifier  l'inflammation et  l'accumulation de 
myofibroblastes (174). Le blocage du PAI‐1 permet de restaurer  l'activité catalytique des 
PA mais  les protéines se situant en aval dans  la cascade  (plasmine, MMP‐2, MMP‐9) ne 
subissent pas de modulation de leur activité. Encore une fois, les effets observés seraient 
indépendants  de  la  cascade  du  plasminogène.  Cependant,  les  leurres  du  PAI‐1 
augmentent  légèrement,  mais  de  façon  significative,  l'expression  de  l'HGF  dont  nous 
avons précédemment évoqué l'effet antifibrosant. Dans l'étude sur les animaux invalidés 
pour  le  PAI‐1  (203),  une  réduction  de  l'inflammation  et  de  l'accumulation  de 
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myofibroblastes  est  observée  alors  qu'avec  les  leurres  nous  n'en  observons  pas.  Ceci 
peut s'expliquer par  le fait que  les  leurres ne bloquent que  le site de fixation aux PA et 
pas  celui  à  la  vitronectine.  Cette  fixation  à  la  MEC  peut  être  responsable  de  l'effet 





Les métalloprotéases matricielles  sont une  classe d'enzymes  responsables de  la 
dégradation de  la MEC. Elles  tirent  leur nom de  la présence d'un  ion de Zinc dans  leur 
structure  et  comportent  23  membres  chez  l'Homme  (208).  Elles  sont  synthétisées  en 
l'état de pro‐forme appelée zymogène qui après clivage donne la forme active et peuvent 
être  pour  certaines  d'entre  elles  ancrées  à  la  membrane  plasmique  par  des  domaines 




XVIII  libère  un  fragment  appelé  endostatine  qui  est  un  puissant  inhibiteur  de 
l'angiogénèse.  Ces  MMP  peuvent  modifier  la  structure  d'un  tissu  ou  d'un  organe  en 
permettant par exemple la formation de métastases. Elles interviennent également dans 
la  régulation  des  cytokines  et  facteurs  de  croissance.  La  dégradation  de  la  matrice 
libèrera le TGF latent (84) ou encore, la rupture du domaine transmembranaire de l'HB‐
EGF conduira au relargage de  l'EGF. Ensuite, comme nous  l'avons vu dans  le paragraphe 
sur les collagènes, la nature des collagènes de la membrane basale contribue au devenir 
de  la  cellule  (81).  Enfin,  elles  ont  comme  substrats  de  nombreuses  chimiokines.  La 
métabolisation par  les MMP de CXCL8 conduit à son activation alors que celle de CCL2 
mène à son  inactivation. Ainsi  les MMP orientent  la  réponse  immunitaire en  régulant  la 




de  conséquence  réduisent  l'accumulation de MEC  (148). Deux  autres  études montrent 
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que MMP2 (209) et MMP9 (85) sont capables d'induire l'EMT sur des cellules épithéliales 
tubulaires. La surexpression de MMP2 chez  la souris est corrélée à  l'induction de  la FTI 
(84, 209). Ces  résultats présentent  les effets bénéfiques d'une part et néfastes d'autre 






chez  les  vertébrés  et  ont  une  structure  permettant  leur  fixation  sur  le  site  actif  du 
domaine catalytique des MMPs (211). Leur présence ajoute un niveau de compléxité à  la 
régulation de l'activité des MMPs. 
Enfin  à  l'inverse  des  MMPs  qui  dégradent  la  MEC,  les  transglutaminases  la 
stabilisent en formant des liaisons covalentes entre les différentes protéines matricielles 
rendant  ainsi  ce  réseau  résistant  à  la  dégradation  (212).  Sur  des  cellules  en  culture 
stressées  par  de  fortes  concentrations  en  glucose,  l'inhibition  de  la  tissue 
transglutaminase  (tTG)  réduit  l'accumulation  de  collagènes  (213).  Ceci  a  été  confirmé 
récemment in vivo dans un modèle de néphropathie diabétique (214). Une explication de 
ces effets est  fournie dans  le modèle d'OUU où  l'expression de  la  tTG est corrélée aux 


















L'accumulation et  la contraction de  la MEC est  la première cause de  l'oblitération 
des capillaires, l'atrophie tubulaire et la progression de l'insuffisance rénale (34). En effet, 
































Lorsque  l’on  regarde  autour  de  nous,  la  nature  regorge  d’exemples  de 
communications.  Chaque  être  vivant  communique  avec  ses  semblables,  les  autres 
espèces et son environnement. La somme des informations obtenues dans ces échanges 
est intégrée et conduit à une réponse.  
Lorsqu'un  troupeau  d'animaux  devient  trop  grand,  ses  différents  membres 
entrent  en  compétition  pour  avoir  accès  à  la  nourriture.  La  fertilité  d'organismes 
malnutris diminue et régule ainsi la taille du troupeau. L'autre réponse possible consiste à 
évaluer les ressources de l'environnement afin de migrer vers des prairies plus vertes. Si 




ces  mécanismes  régulateurs  et,  afin  de  survivre,  synthétisent  des  facteurs 
proangiogéniques  augmentant  l'apport  de  nutriment  et  en  cas  de  métastases,  des 




est  orientée  tout  comme  celle  de  l’axone  des  neurones  qui  innervent  les  tissus 
périphériques. 
Enfin, dans  la  savane,  lorsqu'une antilope perçoit  la présence d'un  félin par  son 
odeur, elle fuit. Pour éviter cela et se dissimuler, le félin se placera toujours à contre‐sens 








au procaryote,  l’une des réponses  les plus fréquentes est  la mobilité. De même que des 
cellules peuvent s’attirer ou se repousser, les organismes entiers font de même.  
Chez  l'Homme, plusieurs études ont essayé de  rationnaliser  l’attirance d’un être 
vers  un  autre.  Celle‐ci  ne  serait  pas  uniquement  dictée  par  l’apparence  ou  tout  autre 
paramètre physique ou comportemental mais également par la stimulation de récepteurs 
par  de  petites  molécules  volatiles  appelées  phéromones  (217).  En  effet,  lorsqu'une 
personne  doit  choisir  entre  plusieurs  T‐shirts  ayant  été  portés  par  des  personnes 
différentes,  son  choix  se  porte  préférentiellement  vers  le  vêtement  de  la  personne 
possédant  un  complexe  majeur  d'histocompatibilité  (CMH)  ni  trop  semblable  ni  trop 
différents du  sien  (218).  Il  est  connu que  l'association de CMH  trop différents ou  trop 




phénomène  complexe  et  mystérieux  mais  la  résultante  d’un  processus  physiologique 
rationnel. 
La perception de  signaux  chimiques par une  cellule ou un organisme entraînant 







La  notion  de  chimiotaxie  a  été  avancée  pour  la  première  fois  par 
Theodor W. Engelmann  en  1881  (219).  Il  avait  remarqué  que  des  bactéries  aérobies  se 
déplacent  pour  se  mettre  en  contact  direct  avec  un  organisme  produisant  de  l’O2.  Ce 




Ce n’est qu’en  1898, que  le parallèle a été  fait avec  la physiologie animale. W.T. 
Councilman (220) propose que l’accumulation de cellules immunitaires dans le tissu rénal 
pourrait être dû à  la sécrétion par  le tissu rénal de substances chimioattractantes. Cette 
hypothèse  a  été  vérifiée  vingt  ans  plus  tard  par  deux  études  de  E.P.  Wolf.  Dans  la 
première  (221),  elle  montre  l’effet  de  différentes  substances  (sels  de  sodium,  de 
potassium,  acides,  sucres,  acides  aminés,  alcool…)  sur  la  migration  de  cellules 
immunitaires  humaines  in  vitro.  Ces  substances  sont  divisées  en  substances 
chimioattractantes  positives,  négatives  ou  neutres.  Dans  la  seconde  étude  (222),  les 




(IP10) (224) sont  identifiées dans des phénomènes  inflammatoires mais  leurs propriétés 




petits  médiateurs  protéiques  appartiennent  à  la  famille  des  cytokines  qui,  de  par  leur 
action chimioattractantes, ont été nommées « chemoattractant cytokines » : chemokines 
ou chimiokines en français. 
Dans  les  années  qui  suivirent  de  nombreuses  autres  chimiokines  furent 
découvertes,  portant  leur  nombre  à  une  cinquantaine.  Outre  leur  rôle  dans 
l’inflammation,  les  chimiokines et  surtout  leurs  récepteurs  furent  identifiés  comme  co‐
récepteur du VIH. CCR5 permet l’infection des macrophages (229, 230) et CXCR4 (appelé 









Ces protéines aux  caractéristiques  chimioattractantes  sont pour  la plupart,  si  ce 
n'est toutes, issues d'un gène ancestral (232). En 1989, CXCL8 (IL‐8) fut la première à être 
découverte  (233)  et  rapidement  d'autres  suivirent.  Au  vu  du  nombre  croissant  de 
chimiokines, il a fallu définir ce qu’était une chimiokine en fonction de sa structure ou de 
sa  fonction. De plus  ces protéines  ayant des noms  tous  très différents,  cela  rendait  la 















Ces  protéines  possèdent  un  acide  aminé  quelconque  situé  entre  les  deux 



























Avant  2000,  la  nomenclature  des  chimiokines  se  faisait  au  bon  vouloir  des 
personnes  qui  les  mettaient  en  évidence.  Ainsi  les  liens  et  les  similitudes  entre  les 
protéines ne sautaient pas aux yeux. Pour s'en persuader  il suffit de  regarder  les noms 




Ce constat a mené à  la création d'une nomenclature systématique de  toutes  les 
chimiokines proposée par Zlotnik en 2000  (232). Les noms se composent du nom de  la 
famille à laquelle la chimiokine appartient et un numéro. Ainsi l'IL‐8 est devenue CXCL8 et 
MCP‐1,  CCL2.  Toutefois,  les  mauvaises  habitudes  ont  la  vie  dure  et  des  publications 
















Le  rôle  principal  des  chimiokines  est  bien  évidemment  le  chimiotactisme.  Ces 
protéines  sont  capables  d'inciter  le  déplacement  orienté  de  cellules.  Lors  de  leur 
sécrétion,  les  chimiokines  se  dispersent  dans  toutes  les  directions  et  se  fixent  sur  les 
protéoglycanes  de  la  MEC  et  des  cellules  endothéliales  (face  apicale)  (237,  238).  La 
diversité  de  ces  protéoglycanes  est  telle  que  la  présence  ou  absence  d'une  molécule 
donnée peut moduler l'activité des chimiokines en permettant ou non leur adsorption. La 
MEC  régulerait  ainsi  le  phénomène  inflammatoire.  Au  niveau  du  lieu  de  sécrétion  des 
chimiokines, leur concentration sera importante et plus l'on s'éloignera de ce lieu, plus les 
concentrations diminueront. Pour leur passage de l'interstitium à la lumière vasculaire, un 
récepteur particulier des  chimiokines  (DARC)  est  impliqué dans  leur  transcytose  (239). 
Dans la lumière vasculaire, les chimiokines restent adsorbées soit sur ce récepteur soit sur 
les protéoglycanes de surface (240, 241). Comme nous l'avons vu, dans le paragraphe sur 
les  cellules  immunitaires,  les  chimiokines  en  se  fixant  sur  les  récepteurs  présents  à  la 
surface de ces cellules permettent  l'augmentation de  l'affinité des  intégrines (VLA‐4 par 
exemple).  Ces  molécules  d'adhésion  stoppent  la  course  des  leucocytes  qui  peuvent 
pénétrer  le tissu par diapédèse. Une fois dans  le tissu  les cellules blanches remontent  le 
gradient jusqu'au lieu où la concentration en chimiokines sera maximale.  
Les  différentes  chimiokines  peuvent  agir  sur  la  quasi  totalité  des  cellules  de 
l'organisme en conditions physiologiques ou pathologiques  (232, 234, 242‐248). Lors du 
développement  embryonnaire,  elles  ont  un  rôle  très  important  dans  la  migration  des 
















Les  chimiokines  ne  sont  connues  et  étudiées  que  depuis  quelques  années  et 
l'étude de leurs rôles annexes n'est que très récente. De plus, chaque chimiokine possède 
des  spécificités  de  cible  et  d'action.  Parmi  tous  ces  effets,  on  peut  citer  les  effets 
fibrosants de CCL2.  In  vitro,  cette  chimiokine  augmente  l'expression du  collagène  I de 




 A  ces  observations,  nous  pouvons  ajouter  les  nôtres  qui  montrent  que  le 
traitement  de  cellules  épithéliales  tubulaires  rénales  par  CCL7  occasionne  une 





L'une  des  particularités  des  chimiokines  par  rapport  aux  autres  cytokines  est 
qu'elles  médient  leurs  effets  via  des  récepteurs  couplés  aux  protéines  G  (RCPG).  Ces 
récepteurs  sont  exprimés  de  façon  différentielle  dans  les  différents  types  cellulaires 







Ces  récepteurs  aux  chimiokines  appartiennent  à  la  classe  A  des  RCPG  dont  le 
prototype  est  la  rhodopsine  (237,  238).  Le  partie  N‐terminale  et  les  trois  boucles 
extracellulaires forment  le site de  liaison aux chimiokines alors que  la partie C‐terminale 
et  les  boucles  intracellulaires  permettent  la  transduction  du  signal  et  la  régulation  du 
récepteur  (237,  252).  Bien  que  les  structures  primaires  de  ces  récepteurs  soient 
considérablement différentes, leurs structures tertiaires sont très similaires (252). Ainsi, il 
n'est  pas  surprenant  que  plusieurs  chimiokines  lient  un  même  récepteur  et 




des  spécificités d'action et  l'absence d'une  chimiokine ou d'un  récepteur ne  serait pas 
totalement compensée. 
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La  classification  de  ces  récepteurs  est  calquée  sur  les  différentes  classes  de 







Les  récepteurs  aux  chimiokines  sont  sensibles  à  la  toxine  pertussique  ce  qui 
indique  un  couplage  avec  une  protéine  G  inhibitrice  (Gi).  Ces  protéines  G  inhibent 
l'adénylate cyclase (AC) et la production d'AMP cyclique (AMPc) (247). Actuellement, peu 
d'informations  sont disponibles  sur  les mécanismes d'activation de ces  récepteurs. Les 
grandes  voies de  la phospholipase C  et de  la PI3K  sont  clairement  identifiées mais  les 
voies particulières à chaque récepteur le sont beaucoup moins. 
Une capacité de ces récepteurs à dimériser est maintenant bien connue (237, 238, 
247,  258,  259).  Si  l'on  s'en  réfère  aux  travaux  réalisés  sur  d'autres  RCPG,  l'homo‐  ou 
hétérodimérisation  serait un niveau de  complexité et de diversification  supplémentaire 
dans  le  système  des  chimiokines  (260,  261).  Premièrement,  un  hétérodimère  aura  des 
propriétés pharmacologiques différentes de chaque monomère pris séparément et sera 
donc considéré en tant qu'entité à part entière. Ceci a été montré sur  les récepteurs du 
goût de  la  langue où chaque dimère perçoit un signal différent augmentant  le panel de 
perceptions  possibles  des  goûts  (262).  Ensuite,  les  dimères  se  forment  au  niveau  du 
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réticulum  endoplasmique  (RE)  avant  leur  export  à  la  membrane.  Le  processus  de 
dimérisation régulerait la cinétique d'export à la membrane plasmique. De cette façon, le 
mutant  de  CCR5,  le  CCR532,  en  hétérodimérisant  dans  le  RE  inhibe  l'export  à  la 
membrane  de  CCR5  (organisme  hétérozygote)  et  de  CXCR4,  protégeant  ainsi  de 
l'infection par  le VIH  (263). Enfin  l'hétérodimérisation pourrait permettre  le découplage 
de  la protéine G d'un des  récepteurs du  complexe. Ainsi,  à  titre d'exemple,  lorsque  le 
récepteur 2 adrénergique dimérise avec le récepteur aux prostaglandines EP‐1, il perd sa 
protéine G et n'est plus capable d'activer l'AC (264). 
Toutes  ces  récentes  découvertes  ouvrent  un  champ  de  perspectives  très  large 
pour  l'étude  de  la  signalisation  des  chimiokines.  Si  l'on  récapitule  les  niveaux  de 
complexité :  il existe de nombreuses chimiokines qui peuvent chacune se lier à plusieurs 
récepteurs  capables  de  dimériser  avec  d'autres  récepteurs  pour  former  des  entités 










afin qu'elles stoppent  leur "rolling" à  la surface de  l'endothélium et puissent pénétrer  le 
tissu. Cet arrêt est dû à des molécules d'adhésion forte exprimées par les leucocytes. Ces 
protéines  appelées  intégrines  possèdent  différents  stades  d'activation,  basés  sur  leur 
affinité. Ainsi une  intégrine de  faible affinité n'arrêtera pas  la course de  la cellule alors 
qu'une intégrine de forte affinité en sera capable. Même si les mécanismes précis ne sont 
toujours  pas  connus,  il  est  admis  que  l'activation  des  intégrines  en  réponse  à  la 
stimulation  par  une  chimiokine  passe  par  l'enzyme,  phospholipase  C  (PLC)  (265,  266). 
Durant  le  "rolling"  et  lorsque  le  leucocyte  rencontre une  chimiokine  adsorbée  sur une 
cellule  endothéliale,  il  y  a  activation  du  récepteur  à  la  chimiokine  leucocytaire  et 
dissociation de la protéine G. La sous‐unité  active la PLC responsable de la production 
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de  diacyl  glycérol  (DAG)  et  du  relargage  du  calcium  contenu  dans  le  RE.  Ces  deux 
messagers  activent  des  facteurs  d'échange  du GTP  qui  activent  à  leur  tour  les  petites 
GTPases telles que RhoA, Rac ou Rap1 (266). Une étude récente nous apprend que Rap1 
dans une cascade de réaction permet  l'activation des  intégrines, LFA‐1 et VLA‐4 pour  les 
principales, via la fixation de la taline‐1, protéine associée au cytosquelette d'actine (267). 







A  la  suite de  l’activation de  ces  récepteurs, plusieurs voies de  signalisation  sont 
activées. Parmi elles, la famille des phosphoinositide 3‐kinase (PI3K) semble jouer un rôle 
prépondérant. Ces enzymes permettent de catalyser la phosphorylation en position 3‐OH 
de  l’inositol  des  phosphoinositides.  Leur  activité  conduit  à  la  formation  d’un  second 
messager de premier ordre,  le PI(3,4,5)P3. De par son rôle,  la concentration de ce  lipide 
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doit  être  très  finement  régulée.  Pour  cela,  plusieurs  phosphatases  sont  capables  de 
déphosphoryler  les phosphoinositides. Les SH2‐containing  inositol phosphatases  (SHIP1 
et  2)  et  la  Phosphatase  and  tensin  homolog  (PTEN)  déphosphorylent  le  groupement 
inositol pour former respectivement du PI(3,4)P2 et du PI(4,5)P2 (268‐271). 
Le PI(3,4,5)P3 ainsi formé sert d’ancrage à des protéines possédant un pleckstrin 
homology  domain  telles  que  la  PI(3,4,5)P3‐  dependent  protein  kinase‐1  (PDK‐1),  la 
protéine kinase B (PKB/Akt) ainsi que plusieurs isoformes de la phospholipase C (PLC) ou 
de nombreux guanine nucleotide exchange  factors  (GEF) des petites protéines G de  la 
famille  Rac  (268‐271).  Ces  protéines  sont  impliquées  dans  les  phénomènes  de  survie, 
prolifération, remodelage du cytosquelette ou migration. 
Dans  l'étude des chimiokines,  les PI3Ks ont été très  largement étudiées pour  leur 
rôle sur la migration cellulaire. Il existe plusieurs isoformes de PI3Ks et il est important de 
connaître  leurs  caractéristiques  avant  de  voir  leur  rôle.  De  par  leur  composition,  leur 
mode d’activation et  la  spécificité pour  leurs  substrats,  ces  enzymes  sont  réparties  en 







PI(4,5)P2  qui  donnera  du  PI(3,4,5)P3,  mais  elles  sont  tout  de  même  capables  de 
phosphoryler le PI et le PI(4)P pour donner respectivement le PI(3)P et le PI(3,4)P2 (268‐
271).  Même  si  leurs  substrats  et  la  composition  de  ces  enzymes  sont  semblables,  on 










Ces  enzymes  peuvent  être  activées  de  façon  indirecte  par  les  récepteurs  aux 
chimiokines.  La  sous‐unité Gi  commune  à  la plupart de  ces  récepteurs peut  se  lier et 
activer  la kinase Src qui phosphorylera  les  radicaux  tyrosine de ses substrats  (269). Ces 
phosphotyrosines seront  le site de  reconnaissance de  la sous‐unité régulatrice des PI3K 
de  la  classe  IA.  Cependant,  bien  qu'elles  puissent  influencer  la  migration,  elles  ne 
participent que de façon minime à l'accumulation de PI(3,4,5)P3 (269).  
L'étude  de  ces  enzymes  a  montré  que  des  souris  invalidées  pour  les  PI3K 
ubiquitaires   ou    n'étaient  pas  viables  ce  qui  prouve  le  caractère  non  redondant  et 
essentiel de ces enzymes (270, 273). A l'inverse, l'expression de la PI3K est restreinte au 
système  hématopoïétique  et  son  absence  d'expression  conduit  à  des  souris  sans 
phénotype  particulier  en  conditions  physiologiques,  mais  présentant  un  défaut  de 
réponse immunitaire dans différentes pathologies. Cette isoforme joue un rôle primordial 










stimulation  d’un  RCPG.  Après  fixation  du  ligand  sur  son  récepteur,  la  protéine  G 
hétérotrimérique  se dissocie et  la  sous‐unité   se  fixe à  la  sous‐unité  régulatrice de  la 
PI3K  causant  ainsi  l’activation  de  la  sous‐unité  catalytique  (268‐272).  Il  a  été  montré 
récemment  que  la  PI3K  pouvait  être  activée  de  la  même  façon.  La  PI3K  est 
majoritairement exprimée dans  les  leucocytes, mais on  la  retrouve également dans  les 
vaisseaux,  tant  dans  les  cellules  endothéliales  que  dans  les  cellules  musculaires 
lisses (271). 
Lors  de  la  migration,  la  cellule  se  polarise  avec  une  réorganisation  du 
cytosquelette  et  de  la membrane  plasmique.  Dans  la  partie  frontale  sont  présents  les 
récepteurs aux chimiokines ainsi que tous les "sensors" du chimiotactisme. Associée à ces 
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récepteurs,  on  retrouve  la  PI3K  ainsi  que  de  fortes  concentrations  en  PI(3,4,5)P3,  en 
actine  F  et  en  PKB/Akt.  Sans  cette  enzyme,  les  cellules  sont  toujours  capables  de  se 
mouvoir mais elles le feront dans des directions aléatoires. Pour cette raison, la PI3K est 





des  pathologies  inflammatoires.  Certains  auteurs  spéculent  même  sur  le  potentiel 
thérapeutique  de  son  inhibition  :  "PI3K  inhibition:  towards  an  "aspirin  of  the  21st 
century"?"  (272). En effet, de nombreuses études dévoilent que  le blocage de  la PI3K 
empêche les monocytes et les neutrophiles de répondre au gradient de chimiokines (269‐
272).  Dans  l'arthrite  rhumatoïde,  l'absence  de  cette  enzyme  réduit  l'inflammation  et 
l'atteinte du cartilage qui en découle (273). Au niveau rénal, l'inhibition de la PI3K bloque 
la  progression  de  la  glomérulonéphrite  dans  un  modèle  de  lupus  érythémateux 
systémique et augmente la durée de vie des souris traitées (276). Enfin, la PI3K contrôle 
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les  effets  toxiques  des  neutrophiles  dans  les  glomérulonéphrites  à  ANCAs  (anti‐
neutrophil cytoplasmic antibodies) (277). 
De par sa spécificité d'expression et son implication dans la migration des cellules 
inflammatoires,  l'inhibition  de  la  PI3K  pourrait  être  un  traitement  de  choix  pour  de 
nombreuses  pathologies  inflammatoires  (270).  A  l'heure  actuelle,  de  nombreux 
inhibiteurs sont encore en phase de  test  (272). Au vu des études précliniques, nous ne 
















que  se  lier à des  chimiokines. Nous verrons par  la  suite qu’elles ont un  rôle primordial 
dans de nombreux mécanismes physiopathologiques. Pour ces récepteurs, une nouvelle 
nomenclature, non adoptée à l’heure actuelle, a été avancée. Nibbs et al. ont proposé de 
les  appeler  CIPR‐1,  CIPR‐2…  pour  « Chemokine  Internalizing  PseudoReceptor »  ou 











les  autres  récepteurs CCR  (278). En effet, D6 est  reconnu par CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, 




Le  récepteur  D6  est  exprimé  dans  les  tissus  de  barrière  tels  que  la  peau,  les 
poumons,  les  intestins  et  le  placenta  (278‐280).  Dans  ces  tissus,  ce  sont  les  cellules 
endothéliales  lymphatiques,  et  non  pas  vasculaires,  et  les  cellules  immunitaires  qui 
l’expriment (281).  
La mutation de la séquence de fixation de la protéine G en DKYLEIV peut retrouver 
une  activité de  transduction  si  le  résidu glutamate  (E) de  cette  séquence  est muté  en 
alanine (A) (278). Ce résultat indique bien la proximité des récepteurs classiques et de ces 
récepteurs  atypiques.  La  perte  de  la  capacité  de  transduction  a  pu  être  considérée 






D6  a  la  propriété  de  pouvoir  être  endocyté  de  façon  constitutive.  En  effet,  les 
RCPG  classiques  ont  besoin  de  la  fixation  de  leur  ligand  pour  entraîner  leur 
phosphorylation et par  la suite,  la fixation de  la ‐arrestine et  la  formation des puits de 






fortement  augmenté  lorsque  la  cellule  sera  dans  un  environnement  riche  en 
chimiokines (279). 
D6 peut  lier  les chimiokines  inflammatoires de  la  famille des CCL avec une  forte 
affinité comparable à celle de leurs récepteurs « classiques ». Ces chimiokines ainsi fixées 
sur  D6  sont  internalisées  dans  des  vésicules  d’endocytose.  Les  endosomes  fusionnent 
avec des lysosomes, et les chimiokines sont dégradées par lyse acide (284). D6 qui, lui, est 
insensible  à  la  dégradation  dans  les  lysosomes  est  réexpédié  très  rapidement  à  la 
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Par  sa  capacité  à  internaliser  et  dégrader  les  chimiokines  inflammatoires  de  la 
famille des CCL, D6 est un puissant « scavenger » de chimiokines et permet de réguler les 




Dans  les  tissus,  le  réseau de vaisseaux  lymphatiques est un  réseau  lâche et  très 
poreux  qui  permet  le  passage  des  cellules  immunitaires  des  tissus  vers  les  nœuds 
lymphatiques. De  la même  façon,  les  chimiokines  synthétisées dans  les  tissus peuvent 
rejoindre  les  nœuds  lymphatiques  afin  d’activer  la  mise  en  place  de  la  réponse 
immunitaire  acquise  (280).  Ceci  permet  aux  nœuds  lymphatiques  de  répondre  à 
l’inflammation  tissulaire  en  recrutant  des  leucocytes  et  d’assurer  des  réponses 
immunitaires innée et acquise optimales (278). Ce phénomène de « télécommande » doit 






Les  cellules  immunitaires  peuvent  également  exprimer  le  récepteur  D6  à  leur 
surface. Les cellules exprimant le plus ce récepteur ne sont pas les cellules inflammatoires 
classiques comme  les neutrophiles ou  les macrophages, mais  les cellules dendritiques et 
les lymphocytes B (279). Quatre rôles principaux sont décrits pour le récepteur D6 de ces 
cellules.  
Les chimiokines produites dans un  tissu ont pour but de se  fixer à  la surface de 
l’endothélium  vasculaire  et  de  recruter  les  cellules  immunitaires  du  sang  vers 
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l’interstitium.  D6  sur  ces  cellules  circulantes  permettrait  d’éviter  l’accumulation  de 
chimiokine dans la lumière vasculaire et régulerait ainsi l’influx de leucocytes (279, 280). 
Une  fois dans  le  tissu, et  après  la  résolution de  l’atteinte  initiale,  les  leucocytes 
présents  lavent  l’interstitium  de  toutes  les  chimiokines  inflammatoires  produites 
initialement et mettent ainsi un terme au phénomène inflammatoire (279, 280). 
De  plus,  en  réponse  à  une  agression,  les  leucocytes  doivent  avoir  une  réponse 
adaptée qui doit endiguer  l’atteinte  sans porter préjudice aux  cellules  résidentes. Pour 
cela, D6 en diminuant  les  taux de  chimiokines disponibles pour  stimuler  les  récepteurs 
classiques, réduit l’activation de ces cellules (280). 
Enfin, dans les cas d’infections, des cellules immunitaires spécialisées digèrent des 
antigènes étrangers et  les expriment à  leur surface afin de pouvoir  induire une réponse 
immune  adaptée  et  spécifique  à  ces  antigènes.  Ces  cellules  appelées  présentatrices 
d’antigènes  (CPA)  dont  les  cellules  dendritiques  sont  le  principal  représentant,  sont 
recrutées  sur  le  lieu de  l’infection, puis, une  fois activées, quittent  le  tissu  infecté pour 
rejoindre  les nœuds  lymphatiques. Le recrutement dans  les nœuds  lymphatiques se fait 
grâce  à  la  sécrétion  par  les  nœuds  de  CCL21  et  à  l’expression  par  les  CPA  de  son 
récepteur, CCR7 (286).  
Premièrement,  pour  se  rendre  sur  le  lieu  de  l’inflammation,  les  CPA  suivent  le 
gradient de chimiokines inflammatoires jusqu’au lieu d’entrée des contaminants. Dans un 
second  temps,  ces  cellules  expriment de  novo  le CCR7 pour quitter  le  tissu.  Toutefois, 
elles  sont  tiraillées  entre  l’attraction  provoquée  par  les  chimiokines  inflammatoires  du 
tissu  et  celle  induite  par  CCL21  des  nœuds  lymphatiques.  D6  dégraderait  donc  les 




Enfin,  de  nombreuses  études  se  sont  intéressées  au  rôle  de  D6  dans  le 
développement des tumeurs. Une étude réalisée sur  le développement de tumeur de  la 
peau  (287) a démontré que  la délétion de D6 était  suffisante pour  inciter  la  formation 
spontanée de tumeurs et que dans un modèle d’induction de tumeurs,  la surexpression 









indépendante  de  tous  les  autres  systèmes  connus  (ABO,  rhésus…).  Avec  l’accord  du 
patient,  l’antigène à  l’origine de ces anticorps a été nommé « Duffy antigen ». Quelques 
années plus tard, des chercheurs ont mis en évidence que cet antigène était un facteur 
d’entrée du parasite de  la malaria Plasmodium vivax dans  les globules  rouges  (289). Le 
Plasmodium se fixe sur  l’érythrocyte, mais sa pénétration dans  la cellule est dépendante 
du  Duffy  antigen.  En  s’intéressant  à  la  susceptibilité  de  différentes  populations  à 





Il  existe quatre  allèles pour  cet  antigène,  FY*A,  FY*B,  FY*X  et  FY*Fy  (290).  Les 











RANTES  (CCL5),  MCP‐1  (CCL2)  et  Gro‐  (CXCL1)  à  la  surface  de  globules  rouges  (291). 
L’affinité de  cette  fixation  laissait penser à un  récepteur  spécifique ayant pour  rôle de 
titrer  les excès de chimiokines circulantes. Ce  récepteur avait  la particularité unique de 
pouvoir  lier  des  ligands  appartenant  à  des  familles  différentes  de  chimiokines  (CCL  et 
CXCL).  La  nature  de  ce  récepteur  a  été  subodorée  suite  à  plusieurs  observations. 
Premièrement, les érythrocytes de personnes Fy(a‐b‐) étaient incapables de lier le CXCL8. 
Ensuite,  le  traitement  de  globules  rouges  par  un  anticorps  monoclonal  empêchait  la 
liaison  des  chimiokines  et  enfin  le  traitement  par  des  chimiokines  de  ces  cellules  les 
protégeait de l’infection par le parasite du paludisme, Plasmodium knowlesi.  
 
A  la  suite  du  clonage  du  Duffy  Antigen  et  sa  surexpression  dans  un  modèle 
cellulaire érythroleucémique,  la fixation de chimiokines et son blocage par des anticorps 
dirigés contre le Duffy Antigen a été évaluée et ainsi la preuve a été fournie que le Duffy 
Antigen était  l’entité capable de fixer  les chimiokines  inflammatoires des familles CCL et 
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CXCL  (CCL2,  CCL5,  CCL11,  CCL13,  CCL14,  CCL17  et  CXCL1,  CXCL2,  CXCL3,  CXCL7, 
CXCL8) (292).  











circulants  fortement  réduits  en  comparaison  de  ceux  obtenus  chez  des  animaux 
sauvages (278,  281).  Dans  ce  cas,  DARC  agirait  comme  un  tampon  en  permettant  le 
maintien de taux circulants de chimiokines. À  l’inverse une autre étude décrit que seuls 
les  érythrocytes  DARC+/+  pouvaient  neutraliser  les  chimiokines  angiogéniques 
synthétisées par  les  cellules  cancéreuses prostatiques  (281). DARC est, dans  ce  cas, un 
leurre  permettant  de  diminuer  les  chimiokines  circulantes.  Cette  observation  pose  un 
problème de santé publique dans  les populations noires qui sont à 70 % DARC‐négatives 
et  donc  prédisposées  à  cette  classe  de  cancers.  Cet  apparent  paradoxe  entre 
maintien/neutralisation peut être expliqué par les concentrations de chimiokines. À forte 
concentration,  DARC  titrerait  les  chimiokines  alors  que  pour  de  plus  faibles 





par  les  cellules  endothéliales.  Des  observations  montrant  que  l’absence  de  DARC 
diminuait  l’influx neutrophilaire  suite  à  l’injection de CXCL8, ont  conduit  à penser qu’il 




chimiokines  sur  le pôle baso‐latéral, entraîne une  relocalisation des  récepteurs du pôle 
basal vers le pôle apical. Ajoutée au fait que DARC est connu pour s’associer aux cavéoles, 
cette observation  laisse penser qu’il permet  la  transcytose des chimiokines. Dans cette 
même étude,  il est mis en évidence que cette  transcytose est unidirectionnelle du côté 
baso‐latéral vers l’apical et que la transcytose n’affecte en rien les chimiokines. A l’inverse 
de D6, DARC ne dégrade pas  les chimiokines qu’il  internalise. De plus,  il est dit que  les 
chimiokines  se  fixent  au  niveau  de  la  lumière  vasculaire  sur  les  molécules  de 
glycosaminoglycanes (GAG) présentes à la surface des cellules endothéliales et que cette 
interaction permet  la  reconnaissance par  les cellules  immunitaires circulantes  (239, 242, 
245). Bien que ce mécanisme ne soit pas remis en question, il semblerait que DARC puisse 
également jouer ce rôle. En effet, après transcytose et digestion enzymatique du GAG au 
pôle  apical,  les  chimiokines  restent  fixées  à  la  surface  des  cellules.  Ce  résultat  laisse 






Cette  étude  permet  de  comprendre  des  observations  faites  au  préalable.  Une 
étude avait révélé que chez des souris surexprimant DARC, la réponse à des chimiokines 
angiogéniques  était  diminuée  (293).  Il  a  tout  d’abord  été  proposé  que  DARC  pouvait 
dégrader ces chimiokines. Or, il semble que cela ne soit pas le cas. Pour induire son effet 
angiogénique,  la chimiokine doit se situer dans  l’interstitium. En  l’absence de DARC,  les 
chimiokines  ne  sont  pas  exportées  et  stagnent  au  pôle  baso‐latéral  des  cellules 
endothéliales  permettant  ainsi  la  formation  de  nouveaux  vaisseaux  (239).  L’autre 
hypothèse  est  basée  sur  le  fait  que  l’hétérodimère  DARC  et  CCR5  est  incapable  de 
transduire un  signal alors que CCR5  le peut  (294). Dans  le  cas de  l’angiogénèse, DARC 







CCX‐CKR  pour  ChemoCentriX  ChemoKine  Receptor  est  également  un  RCPG 
atypique  des  chimiokines  (281).  Les  connaissances  à  son  sujet  sont  très  partielles. 
Toutefois,  il est couramment admis qu’il  lie, chez  l’Homme,  les chimiokines constitutives 
des  familles  CCL  et  CXCL  (CC19,  CCL21,  CCL25  et  CXCL13)  (279,  281,  295,  296).  Chez  la 
souris, ce récepteur ne peut pas fixer le CXCL13 (281, 296).  
 
Bien  que  les  cellules  exprimant  ce  récepteur  ne  soient  pas  identifiées  à  l’heure 
actuelle, il est connu que CCX‐CKR est exprimé dans de nombreux tissus même si les taux 
retrouvés dans le cœur, l’intestin grêle et les poumons sont les plus importants (279, 281). 
CCX‐CKR présente des homologies de  fonction à  la  fois avec D6 et à  la  fois avec 
DARC.  En  effet,  tout  comme  D6,  ce  récepteur  permet  une  rapide  séquestration  des 





(295).  Il  est  bien  admis  que  les  cavéoles  sont  impliquées  dans  les  phénomènes  de 
transcytose.  Cette  propriété  laisse  penser  qu’à  l’instar  de  DARC,  CCX‐CKR  pourrait 
permettre la transcytose des chimiokines constitutives. 
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CCL19 et CCL21 via  leur  récepteur CCR7 sont  impliquées dans  le  recrutement des 
thymocytes  lors  de  leur  développement,  des  cellules  dendritiques  dans  les  organes 
lymphoïdes  secondaires  (279, 281, 296). Des données évoquées dans deux  revues mais 
non  publiées  sous  forme  d'article,  laisseraient  penser  que  chez  des  animaux  invalidés 
pour  CCX‐CKR,  les  nœuds  lymphatiques  présenteraient  une  structure  anormale  en 
conditions  physiologiques  comme  physiopathologiques  (281,  295).  Toutefois,  ces 
observations présentées en 2006 n’ont  toujours pas  fait  l’objet d’une publication. CXC‐
CKR aurait donc un rôle de contrôle dans  la migration des cellules  immunitaires dans  les 
organes  lymphoïdes  secondaires. De  la même manière que D6 permettrait  la  fuite des 
cellules dendritiques du tissu vers les nœuds lymphatiques en dégradant les chimiokines 
pro‐inflammatoires, CCX‐CKR  l’inhiberait  en dégradant  les  chimiokines  constitutives.  La 
balance entre  ces deux  récepteurs permettra à  la  cellule dendritique de  rester dans  le 






et  appelé  RDC1  pour  Receptor  Dog  cDNA  (297).  Dans  les  années  qui  suivirent,  son 
homologue humain fut découvert et classé dans les récepteurs orphelins. La découverte 
de  ses  ligands et  l’absence de  signalisation classique en  réponse à  leur  fixation n’a été 
mise en évidence que dernièrement. C’est à  cette époque qu’il a  rejoint  le groupe des 
récepteurs atypiques. Il est capable de lier les chimiokines CXCL11 et CXCL12 (279, 281). Le 
couple CXCL12/CXCR4 est particulièrement  impliqué dans  l’hématopoïèse et  la migration 
des  cellules  souches dans  les  tissus  à  l’âge  adulte  comme  au  cours du développement 
(297).  Étant  le  seul  autre  récepteur  de  CXCL12  et  étant  dix  fois  plus  affin  que  son 
récepteur  classique  CXCR4,  il  y  avait  fort  à  parier  que  CXCR7  serait  impliqué  dans  la 
régulation  de  la  migration  des  cellules  souches  embryonnaires,  l’hématopoïèse  et  les 
processus de cancérisation. En effet,  il s’est avéré que  l’invalidation de CXCR7 chez des 
souris était létale (279). Les animaux naissent, mais meurent très rapidement. Une étude 
sur  le  Zebrafish  (298)  montre  que  CXCR7  est  exprimé  au  cours  du  développement 
embryonnaire  quand  les  cellules  souches  commencent  à  migrer  dans  les  tissus.  Son 
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expression  par  les  cellules  somatiques  est  indispensable  à  la  migration  des  cellules 
souches. Sur ces cellules somatiques, CXCR7 fixerait, internaliserait et dégraderait CXCL12 
(298).  Ainsi  le  gradient  de  CXCL12  serait  plus  fin  et  permettrait  aux  cellules  souches 
exprimant  CXCR4  d’atteindre  plus  précisément  le  lieu  de  synthèse  de  CXCL12.  Ceci 
éviterait  les  anomalies  de  développement  dues  à  un  mauvais  adressage  de  cellules 












type de cancer,  les métastases sont  la résultante de  l’attraction de cellules cancéreuses 
par la chimiokine CXCL12. Si comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, CXCR7 




études  avancent  que  CXCR4  et  CXCR7  hétérodimériseraient  et  que  cette  association 
conduirait  à  la  potentialisation  du  signal  CXCL12/CXCR4  (297,  301).  Certains  agents 
pharmacologiques sont actuellement testés afin de bloquer CXCR4. L’antagoniste CCX754 
démontre une bonne efficacité à diminuer  la croissance de  tumeurs humaines chez des 





Actuellement,  seulement  quatre  récepteurs  atypiques  sont  répertoriés  chez  les 
mammifères. Toutefois tous les récepteurs orphelins n’ont pas encore « trouvé chaussure 
à  leur pied » et  il est donc possible que dans un avenir proche, de nouveaux récepteurs 
atypiques se rajoutent à  la  liste. De plus, des résultats non publiés à  l’heure actuelle ont 
affirmé que CXCR7 pouvait activer certaines protéines de la famille Gi. Ces résultats et les 










éventail  d’effets  cellulaires :  migration,  prolifération,  activation,  différenciation… 
Maîtriser  tous  ces évènements donnerait un grand  avantage  aux pathogènes. Certains 
virus tel que  le CytoMégaloVirus (CMV) reprennent à  leur compte certaines chimiokines 
et  certains  de  leurs  récepteurs  (303).  Ces  gènes  jouent  un  rôle  primordial  dans  la 
pathogénicité  des  virus.  A  l’inverse  des  récepteurs  atypiques  décrits  ci‐dessus,  les 
récepteurs viraux sont constitutivement actifs. Pour la plupart, leur localisation cellulaire 
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n’est  même  pas  sur  la  membrane  plasmique,  mais  plutôt  sur  les  membranes 
intracellulaires. Pour  le virus, ces  récepteurs  représentent un avantage considérable.  Ils 
permettent  aux  cellules  infectées de  se mouvoir dans  l’organisme et  aux  virions de  se 
disséminer (303). L’étude des récepteurs aux chimiokines et la recherche d’antagonistes 





Au  cours de  la présentation des  chimiokines et de  leurs  récepteurs, nous avons 
déjà  évoqué  leur  implication  dans  de  nombreuses  pathologies.  En  premier,  viennent 
toutes  les  pathologies  ayant  une  composante  inflammatoire  ou  immunologique,  mais 
nous  avons  vu  que  certains  organismes  pathogènes  utilisaient  des  récepteurs  aux 
chimiokines  comme  voie  d'entrée  dans  la  cellule.  Parmi  ceux‐là,  notons  le  parasite 
Plasmodium vivax qui infecte les érythrocytes via le récepteur atypique DARC (cf chapitre 
sur les récepteurs atypiques) ou le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) qui infecte 
les  lymphocytes T et  les macrophages via  les récepteurs CXCR4 et CCR5. Aujourd'hui,  la 






Le  virus  de  l'immunodéficience  humaine  (VIH)  est  un  rétrovirus  à  l'origine  du 
syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA). Le tropisme de ce virus est orienté vers les 
lymphocytes  T  CD4+  et  les  macrophages  et  sa  propagation  conduit  à  la  paralysie  du 
système  immunitaire. Pour  infecter une cellule,  il requiert  la présence sur  la cellule cible 
d'un  récepteur principal,  le CD4 et d'un corécepteur, CCR5 ou CXCR4  (304, 305). Sur  le 
versant capsulaire, les virus expriment deux glycoprotéines, la gp120 et la gp41. La gp120 
se  fixe  sur  le  CD4,  entraînant  une  modification  de  sa  conformation.  Dans  cette 
configuration, la gp120 peut se lier au corécepteur et stabiliser le complexe et l'adhésion 
du virus à  la surface de  la cellule. La gp41 entre en  jeu et "se plante" dans  la membrane 
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plasmique  cellulaire. Un pore  se  forme  et  le matériel  génétique  viral  infecte  la  cellule. 
L'affinité des virus pour les corécepteurs est à l'origine de leur classification. Les virus R5 
seront  CCR5‐dépendants,  les  X4,  CXCR4‐dépendants  et  les  R5X4,  CCR5  et  CXCR4‐
dépendants . 
L'infection est conditionnée par  la stabilisation du complexe par  le récepteur aux 
chimiokines.  Ces  deux  récepteurs  ont  très  tôt  été  la  cible  de  nombreuses  recherches 
antivirales, avec pour "effet secondaire", une meilleure compréhension moléculaire des 
récepteurs  aux  chimiokines. Nous  avons déjà  vu que  le mutant CCR532  empêchait  la 
pénétration du virus dans les cellules (263) en bloquant l'export à la membrane de CCR5 
et CXCR4. Cette mutation est retrouvée dans 4 à 15 % de la population caucasienne (304). 
Dans  cette  pathologie,  les  chimiokines,  ligands  naturels  et  endogènes,  de  ces 
corécepteurs  inhibent  la  progression  de  l'infection.  Pour  ces  raisons,  elles  sont 
rapidement  devenues  une  cible  thérapeutique  de  choix.  Cependant,  les  agonistes 
bloquent l'infection mais activent les cellules immunitaires. Parmi toutes les chimiokines, 
il se  trouve que  la chimiokine à  laquelle  je me suis  intéressé, CCL7 était un antagoniste 
naturel  de  CCR5  (306).  Le  peu  d'informations  que  nous  avons  sur  cette  chimiokine 
proviennent en grande majorité de l'étude du VIH.  
A  l'heure  actuelle,  l'industrie  pharmaceutique  développe  de  nombreuses 
molécules de forte affinité pour ces récepteurs (305). Pourquoi autant d'intérêt pour ces 














alors  que  le  récepteur  à  CX3CL1/fraktalkine  est  délétère  dans  ce  même  modèle  (308). 
Toutefois,  l'inflammation rénale est majoritairement macrophagique. La  famille des CCL 
synthétisées par  toutes  les cellules  rénales  (309, 310) a un  tropisme  important pour  les 
macrophages. La  famille des CCL était donc une cible  toute  trouvée pour  lutter contre 
l'inflammation  menant  à  la  FTI.  Ainsi  le  chef  de  file  de  ces  chimiokines,  CCL2/MCP‐1 
(monocyte  chemoattractant  protein 1),  et  CCL5/RANTES  (regulated  upon  activation, 





CCL2  (MCP‐1)  est  la  chimiokine,  avec  CXCL8,  la  plus  étudiée  dans  les  différents 
mécanismes physiopathologiques. Le  rein n'échappe pas à  la  règle et  l'implication ainsi 
que les effets de son blocage sont largement décrits dans la littérature.  
Par  la vaccination (311),  l'utilisation d'animaux  invalidés (254), de vecteurs codant 





rénale  (254).  Dans  le  modèle  de  glomérulonéphrite  (GN)  par  anticorps  anti‐Thy1.1,  le 
blocage diminue l'expression du TGF et du collagène de type IV (313). De même dans le 
modèle  de  GN  provoquée  par  sérum  néphrotoxique,  l'absence  de  CCL2  bloque  le 
recrutement de  lymphocytes,  la progression de  la  fibrose et  restaure  la  fonction  rénale 
(312). Ceci est précisé par une  autre étude qui  révèle que CCL2 est  impliquée dans  les 
atteintes  tubulointerstitielles mais pas glomérulaires  (315). Enfin dans  le modèle d'OUU 
que nous avons utilisé dans nos études,  l'inhibition de CCL2  réduit  toutes  les étapes du 
développement de la FTI, de l'inflammation à l'accumulation de MEC (257). 
CCL2  a  pour  seul  récepteur  CCR2  qui,  lui,  par  contre,  peut  lier  CCL2,  7,  12,  13. 






quotidiennement  à partir du quatrième  jour  après obstruction urétérale  conduit  à une 
diminution d'un tiers de la fibrose à quatorze jours (255). 
Les  protocoles  expérimentaux  et  les  mesures  réalisées  étant  différentes,  il  est 
difficile de comparer l'efficacité du blocage de CCL2 ou de CCR2. Les deux approches font 
ressortir des résultats bénéfiques et valident le fait que les chimiokines peuvent être des 






aux CCR1, 3 et 5. Leur  implication dans  les pathologies  rénales n'est plus à démontrer. 
CCL5 est exprimée dans les néphrites, les obstructions rénales, les glomérulonéphrites, le 
lupus  érythémateux,  les  néphropathies  à  IgA,  la  néphropathie  diabétique,  la 
glomérulosclérose,  le  rejet de greffe et  le  carcinome  rénal  (318). Peu d'études  se  sont 




A  l'inverse, de nombreux  travaux ont évalué  les effets de  l'antagonisme de  ses 
différents  récepteurs. Des variants de CCL5  capables d'antagoniser  les  trois  récepteurs 
ont  mis  en  lumière  des  effets  protecteurs  sur  l'apparition  des  lésions  rénales  dans  la 
néphropathie  d'allogreffe  (256)  ou  dans  la  glomérulonéphrite  induite  par  sérum 
néphrotoxique  (312). De  façon plus  spécifique,  le  rôle de  chacun  des  récepteurs  a  été 
évalué.  




modèle  de  néphropathie  induite  par  l'adriamycine,  le  BX471  inhibe  de  moitié  le 
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recrutement de macrophages et  l'apparition des myofibroblastes, mais n'a qu'un effet 




Récemment,  un  antagoniste  de  CCR3  vient  d'être  identifié  et  testé  sur  le 
développement  de  la  fibrose  pulmonaire.  Les  résultats  montrent  une  réduction  de 
l'infiltrat  de  polynucléaires  éosinophiles  et  de  la  fibrose  (325).  Cette  molécule  n'a  pas 
encore était testée sur la fibrose rénale... 
Alors que, comme nous l'avons déjà évoqué, CCR5 est très étudié dans l'infection 
par  le VIH,  son étude dans  les pathologies  rénales est extrêmement  limitée. Un  travail 
décrit cependant un rôle protecteur de CCR5 dans la glomérulonéphrite induite par sérum 
néphrotoxique (326). En effet,  les animaux  invalidés pour  le CCR5 ont une espérance de 
vie diminuée due à une inflammation et une fibrose plus importantes. 
Encore une fois, toutes  les données présentées  ici  laissent penser que  le blocage 
d'un  des  acteurs  du  système  des  chimiokines  peut  avoir  des  effets  bénéfiques.  Par 






Pour terminer cette  introduction, nous allons évoquer  les  informations que nous 
détenons à  l'heure actuelle sur  la chimiokine CCL7. Voilà maintenant 17 ans qu'elle a été 
identifiée.  Dans  les  premières  années,  beaucoup  d'études  se  sont  intéressées  à  son 
métabolisme. Sont venus ensuite des travaux décrivant sa localisation dans les différents 
organes en conditions physiologiques ou pathologiques. Les souris invalidées pour cette 
chimiokine permettent maintenant de  caractériser  l'implication  réelle de CCL7 dans  les 
différents processus physiopathologiques. Ces animaux sur lesquels nous avons travaillé, 






CCL7 a porté plusieurs noms, au cours du  temps, basés  sur  ses  fonctions et des 
espèces  dans  lesquelles  elle  était  décrite.  Ainsi  CCL7  (CC  family  ligand  7)  =  MCP‐3 
(monocyte chemoattractant protein‐3) = FIC (fibroblast‐inducible cytokine) = MARC (mast 
cell activation‐related chemokine) (327). Les noms MARC et FIC sont devenus totalement 
désuets,  mais  alors  que  la  nomenclature  actuelle  est  CCL7,  beaucoup  de  publications 
utilisent encore l'ancien nom, MCP‐3. 
La  découverte  de  CCL7  a  été  faite  en  1992,  en  même  temps  que  sa  consœur 
CCL8/MCP‐2  (328). A partir de milieux conditionnés de cellules d'ostéosarcome humain, 
les auteurs ont purifié  les différentes cytokines et  les ont  séquencées. La comparaison 
des séquences montrait une forte homologie avec la chimiokine CCL2. Ces chimiokines se 





été  identifié (331). Ce n'est que  l'année suivante, en cherchant  le MCP‐3 murin, que des 
auteurs  ont  fait  le  lien  entre  MARC,  FIC  et  MCP‐3  et  vu  que  ces  trois  entités  n'en 
formaient qu'une. 
CCL7 est synthétisée sous forme d'un précurseur de 99 acides aminés. Cette pro‐




comparée  aux  structures  d'autres  chimiokines  (332,  333).  Ces  résultats  affichent  une 
grande  homologie  de  structure  entre  les  différentes  chimiokines  même  si  elles 
appartiennent à des familles différentes. 
Petit  à  petit,  les  récepteurs  de  CCL7  ont  été  identifiés.  Premièrement,  par 
homologie  avec  les  récepteurs  connus  de  CCL2  et  CCL5,  CCR1  et  CCR2  ont  été  décrits 




le  CCR5  sans  déclencher  de  signal  (306)  faisant  de  lui  un  antagoniste  naturel  de  ce 
récepteur (Cf VIH). 
CCL7 est, comme les autres chimiokines, potentiellement exprimée par toutes les 
cellules  de  l'organisme  (327,  336,  337).  Les  facteurs  capables  d'activer  l'expression  de 
CCL7 sont nombreux. L'IL1,  le TGF,  le LPS,  l'IFN et  le TNF favorisent fortement son 







Comme  les  autres  chimiokines,  CCL7  a  des  effets  très  variés  et  peut  se  révéler 
bénéfique ou délétère en fonction des différentes conditions physiopathologiques. Nous 
allons répertorier  ici  les principaux effets connus de CCL7. J'insiste sur  le mot "connus" 






tropisme  particulier  pour  les  monocytes  (328)  mais  peut  également  recruter  des 
basophiles  et  des  éosinophiles  (341).  Dans  l'inflammation  allergique  bronchique,  le 
blocage de CCL7 par des  anticorps  réduit de plus de 80 %  l'influx d'éosinophiles  (342). 
CCL7 permet également l'influx des lymphocytes et des neutrophiles (327, 343). L'équipe 
de Charo qui nous  a  fourni  les  animaux  invalidés pour CCL7  a prouvé dans un  très  joli 
travail, que CCL7 était parmi  les autres  chimiokines de  la  famille des MCP  (CCL2, CCL7, 
CCL12) la chimiokine la plus importante dans le recrutement des monocytes de la moelle 








d'activer  l'influx de cellules souches mésenchymateuses dans  le cœur  infarci (345). Dans 






Dans  les  mécanismes  inflammatoires,  CCL7  a  également  des  effets  sur  la 











Dans  les  processus  fibrosants,  CCL7  est  capable  d'activer  la  transcription  du 
collagène  de  type  I  dans  des  fibroblastes  dermiques  humains  (347).  Cet  effet  est,  en 
partie, réversé par  l'ajout d'anticorps neutralisants du TGF  laissant penser à des effets 
TGF dépendants et  indépendants. De  surcroît,  le TGF active  la  sécrétion de CCL7 qui 
potentialise les effets de la cytokine (348). Il s'établit ainsi un cercle vicieux où la cytokine 
induit  la  chimiokine  qui  potentialise  la  cytokine  et  augmente  sa  synthèse  et  ainsi  de 
















conduit à  leur rejet par 80 % des animaux  infectés (351). Pour  les souris qui développent 













neurones  dopaminergiques  dans  le  cerveau  mais  également  un  facteur  de  croissance 






Chez  l'Homme,  il est difficile d'étudier  l'implication d'une molécule pour  laquelle 
on ne dispose d'aucun antagoniste ou bloqueur. Toutefois, de nombreuses études ont 
essayé  de  corréler  l'expression  de  cette  chimiokine  avec  des  manifestations 
physiopathologiques. Dans le poumon, CCL7 est surexprimée dans les liquides de lavages 
broncho‐alvéolaires  de  patients  atteints  de  protéinose  alvéolaire  pulmonaire  (355)  et 




CCL7 est  largement  surexprimée et  sa  localisation est  corrélée avec  les  zones de  forte 
inflammation  (358).  Dernièrement,  CCL7  a  été  identifiée  dans  des  biopsies  de 
parodontites et son expression est corrélée à la potentialité d'évolution de la pathologie 
(359).  Toutes  ces  études  très  descriptives  illustrent  la  présence  de  CCL7  dans  de 














de  l'inactivation  de  nombreuses  chimiokines  (327).  Par  contre,  CCL7  peut  être 
métabolisée par des MMPs. La première à avoir été décrite est  la gélatinase A/MMP‐2. 
Cette  protéase  clive  les  quatre  premiers  acides  aminés  de  CCL7  créant  une  forme 
tronquée  5‐76  CCL7  (360).  Cette  réaction  qui  se  déroule  aussi  bien  in  vitro  qu'in  vivo 
conduit à  la formation d'un antagoniste naturel des récepteurs CCR1, CCR2 et CCR3. On 
sait aujourd'hui que MMP‐1, MMP‐3, MMP‐12, MMP‐13 sont également capables de cliver 
CCL7  alors que MMP‐7, MMP‐8  et MMP‐9  ne  le  sont  pas  (361,  362).  L'injection  de  ces 
formes tronquées dans un modèle d'inflammation de  la patte de rat, permet de réduire 
l'inflammation de 66 %.  
Ce  mécanisme  de  clivage  et  de  génération  d'antagoniste  peut  être  un  moyen 





L'adhésion  des  chimiokines  aux  molécules  de  la  MEC  est  un  mécanisme 









plus  reconnaître  les  chimiokines  adsorbées  à  la  surface  des  cellules  endothéliales. 
Récemment,  une  étude  expose  que  chez  des  souris  ayant  reçu  une  greffe  de  peau, 
l'injection  intraveineuse  de  ce  mutant  retarde  le  processus  de  rejet  et  augmente 
l'espérance  de  vie  de  ces  animaux  (364).  Comme  nous  l'avons  vu,  les  chimiokines  en 
activant leurs récepteurs mènent à l'augmentation d'affinité des intégrines (VLA‐4, LFA‐1) 


































Les  résultats  obtenus  au  laboratoire  sur  le  récepteur  B1  de  la  bradykinine  font 
ressortir  l'implication  des  chimiokines  et  notamment  celle  de  la  chimiokine  CCL7  (198, 
199). Comme nous  l'avons vu dans  la partie  introductive, CCL7 a pour  récepteurs CCR1, 
CCR2 et CCR3 (327). Or le blocage individuel de ces récepteurs réduit la fibrose. L'idée du 
projet était qu'en bloquant CCL7, l'activation de ces trois récepteurs serait diminuée.  
En  complément  de  ses  effets  chimiotactiques,  des  études  décrivent  des  effets 
profibrosants  de  CCL7.  Le  traitement  de  fibroblastes  dermiques  par  cette  chimiokine 
induit l'augmentation de la transcription du gène codant pour le collagène de type I (347, 
348). Cet effet est partiellement bloqué par un anticorps neutralisant du TGF. Les effets 
de  CCL7  sur  la  synthèse  de  protéines  matricielles  sont  donc  à  la  fois  dépendants  et 
indépendants du TGF. 


















Dans  ce  modèle  de  néphropathie,  tout  comme  CCL2,  CCL7  est  surexprimée  au 
cours  de  l'obstruction  par  un  facteur  100  à  8  jours  (figure  1).  Dans  la  cinétique  de  la 
pathologie, CCL7 a des effets différents à 3 et 8  jours. En effet, à 3  jours,  l'absence de 
cette  chimiokine  réduit  l'infiltrat  macrophagique  (figiure  2),  l'expression  des  ARNm 
codant  pour  les  cytokines  profibrosantes,  CTGF  et  TGF  (figure  3)  et  les  ARNm  des 
marqueurs  myofibroblastiques,  SMA  et  vimentine  (figure  4).  Tout  ceci  conduit  à  la 
diminution  de  l'accumulation  de  fibronectine  mais  ne  modifie  pas  l'expression  des 
collagènes de  types  I et  III  (figure  5). A 8  jours,  le blocage de CCL7  est  sans  effet  sur 





puis  à  une  augmentation  des  ARNm  codant  pour  l'SMA  et  le  collagène  de  type  I  à 









Nous avons étudié  le rôle de  la chimiokine CCL7 dans  le développement de  la FTI 
induite  par  OUU  et  observé  que  ces  effets  divergeaient  en  fonction  du  stade  de  la 
pathologie. Dans  les phases précoces,  trois  jours après  l'OUU,  l'absence de CCL7  réduit 
l'influx de cellules monocytaires, l'expression des cytokines profibrosantes, TGF et CTGF 




OUU,  l'absence  de  CCL7  est  sans  effet  sur  l'inflammation  ou  l'accumulation  de 
myofibroblastes  mais  diminue  l'expression  du  CTGF  et  du  collagène  I,  suggérant  un 
découplage entre l'inflammation et la réponse fibrosante. Nos études in vitro confirment 
ces  résultats,  laissant penser que CCL7 pourrait  induire directement  la  fibrose. Lorsque 
des  cellules  tubulaires  épithéliales  humaines  sont  traitées  avec  de  la  chimiokine  CCL7 
recombinante, on observe une  surexpression  transitoire du CTGF et du TGF, 4 heures 
après le traitement puis une augmentation du collagène de type I à 24 heures. 
Dans  les  phases  précoces  de  l'OUU,  CCL7  induit  le  recrutement  des  cellules 
monocytaires  dans  l'espace  tubulointerstitiel.  Ceci  est  en  accord  avec  les  propriétés 
chimioattractantes qu'a CCL7 sur les monocytes (327). Elle permet la mobilisation de ces 
cellules de  la moelle osseuse  vers  le  sang puis du  sang  vers  les  tissus  inflammés  (328, 
344). CCL7 est un agoniste de CCR1, CCR2 et CCR3. Comme nous l'avons vu dans la partie 
introductive,  le  blocage  pharmacologique  ou  génétique  de  ces  récepteurs  contribue  à 
réduire  l'inflammation  et  l'accumulation  de  MEC.  En  tant  que  ligand  de  ces  trois 
récepteurs, les effets observés pour CCL7 dans notre étude pourrait être la résultante du 
blocage  des  CCR1,  CCR2  et  CCR3.  Le  système  des  chimiokines  est  redondant mais  nos 
résultats  montrent  que  l'absence  d'une  seule  protéine  est  capable  de  réduire 
l'inflammation.  
La  séquence  d'évènements  menant  à  la  FTI  est  bien  identifiée.  L'inflammation 
mène  à  l'augmentation  de  la  sécrétion  des  cytokines  profibrosantes  qui,  à  leur  tour, 
stimulent  l'apparition  et  la  prolifération  des  myofibroblastes  et  la  production  de 
protéines matricielles (34, 365, 366). Les diminutions de CTGF, TGF, SMA, vimentine et 
fibronectine peuvent être le résultat de la diminution de l'inflammation. En effet, durant 




sur  le  recrutement  des  macrophages,  mais  nous  observons  une  diminution  de 
l'expression du CTGF et du collagène de  type  I. Ceci  laisse penser à des effets de CCL7 
indépendants  de  l'inflammation.  Nos  résultats  in  vitro  confirment  que  CCL7  peut 
directement  induire  l'expression du CTGF, du TGF et du collagène de  type  I. En effet, 
‐117‐ 
chez  l'animal  CCL7‐/‐,  l'expression  du  CTGF  est  réduite  à  3  et  8  jours  post‐OUU,  et 
l'accumulation du collagène de  type  I est diminuée à 8  jours. Ces observations sont en 
accord  avec  celles  faites  sur  des  fibroblastes  de  peau  qui  surexpriment  le  TGF  et  le 
collagène I en réponse à un traitement par CCL7 (347, 348). Ces effets sont partiellement 
inhibés par des  anticorps  anti‐TGF,  suggérant des  effets profibrosants dépendants  et 
indépendants du TGF. 
Huit  jours  après  OUU,  CCL7  ne  modifie  pas  le  recrutement  macrophagique.  Le 
système  étant  redondant,  d'autres  chimiokines  peuvent  compenser  ce  manque  et 
maintenir  l'influx  de  monocytes.  Toutefois,  CCL7  est  une  chimiokine  pléiotropique  qui 
peut  agir  sur  plusieurs  types  de  leucocytes.  Afin  de  vérifier  le  recrutement  d'autres 
leucocytes, nous avons réalisé des expériences de qPCR afin de quantifier les différentes 
chimiokines,  leurs  récepteurs  et  les  marqueurs  de  lymphocytes  B,  lymphocytes  T, 
neutrophiles, macrophages M1 et M2 et cellules dendritiques. Nous avons observé une 
augmentation des marqueurs CD3, CD4, CD25,  foxp3  et  IL10, 8  jours  après  l'OUU. Ces 
marqueurs  sont  caractéristiques  d'une  sous‐population  de  lymphocytes  T,  les  T 











chimiokine  inhibant  le  recrutement de  ces  lymphocytes T  regulateurs. Huit  jours  après 
OUU,  l'inflammation n'est pas modifiée. Tourefois,  il  sera  intéressant de compléter ces 







En  résumé,  à  3  jours  d'OUU,  le  blocage  de  CCL7  conduit  à  la  réduction  de 
l'inflammation et de toutes les étapes qui en découlent. A 8 jours, seules les expressions 
du  CTGF  et  du  collagène  de  type  I  sont  diminuées.  Ces  modifications  peuvent  être 
directement dues aux effets profibrosants de CCL7 observés  in vitro ou  indirectement la 








Cette  étude  peut  servir  de  preuve  de  concept  au  blocage  de  CCL7  dans  le 
traitement de la FTI. Le modèle d'OUU utilisé présente les avantages de reproduire toutes 
les  étapes  du  développement  de  la  FTI  décrites  précédemment,  d'être  rapide  et  très 
reproductible.  Toutefois,  les  pathologies  rénales  humaines  se  développent  sur  le  long 
cours.  Le  blocage  de  CCL7  ayant  fait  ses  preuves  dans  l'OUU,  il  serait  intéressant  de 
poursuivre cette étude dans des modèles physiopathologiques plus chroniques tels que la 




compensation.  Ainsi  évaluer  le  blocage  de  CCL7  au  moment  de  l'induction  de  la 
pathologie  permettrait  d'éviter  ces  phénomènes  compensatoires.  Avec  le  service  de 
microchirurgie de l'institut, nous avons validé un modèle d'injection de plasmides par voie 
urétérale  rétrograde.  Cette  technique  consiste  à  injecter  par  l'uretère  des  plasmides 
couplés  à  un  agent  de  transfection,  dans  le  bassinet.  L'uretère  est  ensuite  ligaturé  au 






qu'au moment de  l'induction de  la pathologie mais également de ne  le faire que dans  le 
rein. Ce modèle serait l'équivalent d'un Knock Out tissu spécifique et inductible. 
Enfin, si l'on voulait mimer encore de plus près ce qui est rencontré en conditions 
cliniques,  il  faudrait  bloquer  CCL7  sur  une  FTI  déjà  installée.  En  effet,  les  pathologies 




 L'étude de CCL7 dans  le développement de  la FTI n'en est qu'à ses débuts et  les 



























































avoir  montré  les  effets  antifibrosants  du  récepteur  B2  de  la  bradykinine  (RB2)  (370), 
l'équipe s'est attachée à mettre en évidence les rôles du RB1 dans le développement de la 




de  contenir  la  FTI.  Or,  le  RB1  est  un  récepteur  très  peu  exprimé  en  conditions 
physiologiques et fortement induit en conditions inflammatoires. Ceci fait de lui une cible 
thérapeutique  intéressante. Au  laboratoire, nous disposions des animaux  invalidés pour 
ce  récepteur  (B1‐/‐)  et  d'un  antagoniste  non  peptidique  actif  par  voie  orale,  le 






Dans  un  premier  travail,  nous  avons  utilisé  le  modèle  d'obstruction  urétérale 
unilatérale  (OUU)  chez  la  souris  comme  modèle  de  fibrose  tubulointerstitielle  (FTI) 
rénale.  Après  induction  de  la  pathologie,  l'expression  du  RB1  augmente  dans  le  rein 
obstrué en parallèle avec l'infiltrat macrophagique et cette surexpression est restreinte à 
cet organe  là. Cette donnée permet de  spéculer  sur  la diminution d'effets  secondaires 
systémiques dus à l'administration d'un antagoniste du RB1.  
Lors  du  blocage  génétique  (B1‐/‐)  ou  pharmacologique  (SSR240612), 
l'inflammation, l'apparition des myofibroblastes et l'accumulation de MEC sont fortement 
réduits après huit jours d'OUU. Le RB1 a donc un effet délétère dans le développement de 
la  FTI.  Cependant,  dans  cette  approche  le  traitement  antagoniste  et  l'invalidation 
génétique  ont  lieu  avant  l'induction  de  la  pathologie,  ce  qui  est  très  éloigné  des 
pathologies humaines qui ne sont traitées qu'après  installation de  la pathologie. Afin de 
voir  le  potentiel  thérapeutique  du  blocage  du  RB1,  nous  avons  testé  les  effets  de 
‐157‐ 




















Sur  les  bases  de  l'étude  précédente,  nous  nous  sommes  penchés  sur  une 
néphropathie  plus  chronique  qu'est  la  glomérulonéphrite.  Pour  cela,  un  sérum  immun 
néphrotoxique a été injecté à des souris. Deux semaines après induction de la pathologie, 
l'antagoniste  SSR240612  a  été  administré  quotidiennement  par  voie  orale  jusqu'à 
l'euthanasie des animaux à la sixième semaine. 














être efficace pour bloquer ou  ralentir  la progression de  la FTI  issue de deux différents 
modèles de néphropathies. Nos résultats sur  les biopsies humaines nous  laissent penser 
























Effet  de  l'inhibition  de  PAI‐1  sur  le  développement  de  la  fibrose 
tubulointerstitielle rénale (174) 
 
Delayed  treatment  with  plasminogen  activator  inhibitor‐1  decoys  reduces 
tubulointerstitial fibrosis. 
 
Le  système  du  plasminogène  est  composé  de  protéases  s'activant  en  cascade 
(figure  13)  (200‐202).  Les  activateurs  du  plasminogène  (uPA  et  tPA)  clivent  le 
plasminogène en plasmine et peuvent être inhibés par le plasminogen activator inhibitor 1 
(PAI‐1). Ensuite, la plasmine est capable de dégrader directement des proteines de la MEC 




PAI‐1  est  surexprimé  (200‐202)  et  que  la  FTI  induite  par  OUU  est  diminuée  chez  des 
animaux invalidés pour le PAI‐1 (203). Cependant, le blocage génétique du PAI‐1 intervient 
bien  avant  l'induction de  la pathologie  alors que  la plupart des pathologies  rénales ne 
sont détectées et traitées que tardivement. 
Dans cette étude, nous avons proposé de traiter des animaux par des  leurres du 
PAI‐1. Le traitement quotidien par  injection  intraveineuse débute au troisième  jour post‐
OUU  sur une  fibrose établie et  se poursuit  jusqu'au  sacrifice des  animaux  au huitième 
jour.  Ces  fragments  peptidiques  se  lient  sur  le  site  de  fixation  de  l'uPA  et  du  tPA 
empêchant ainsi la formation du complexe et l'inactivation de la cascade. 
L'administration  de  ces  peptides  ne  modifie  pas  l'influx  de  macrophages  ou 
l'apparition  des  myofibroblastes  mais  réduit  de  façon  spectaculaire  l'accumulation  de 
fibronectine (‐ 60 %), de collagène de type  III (‐40 %) et du collagène de type  IV (‐ 75 %). 
Suite  à  ces  observations,  nous  nous  sommes  intéressés  à  l'activité  des  différentes 
enzymes  du  système  du  plasminogène.  Le  PAI‐1  a  une  activité  faiblement  mais 
significativement  diminuée  et  en  conséquence,  l'activité  des  PAs  est  augmentée 
d'environ 30 %. Cependant, l'effet est perdu en aval du système puisque les activités de la 
plasmine,  de  MMP2  et  de  MMP9  ne  sont  pas  modifiées.  Les  moindres  taux  de  MEC 
observés ne peuvent donc pas s'expliquer par l'augmentation de leur dégradation par les 
‐179‐ 
MMP.  Afin  de  comprendre  ces  effets,  nous  avons  regardé  la  sécrétion  de  la  cytokine 






être  dus,  tout  au  moins  en  partie,  à  une  augmentation  de  la  sécrétion  de  la  cytokine 








1 decoys administration. Thus, antifibrotic effect of delayed
PAI-1 inhibition was independent of MMP-2 and MMP-9
activities.
HGF Protein Increases upon PAI-1 Decoy
Administration. TGF-b plays an important role in ECM
deposition and fibrotic changes. However, PAI-1 decoys
administration did not modify TGF-b mRNA expression in
UUO (data not shown), suggesting that another mediator
accounts for the antifibrotic effect of decoy peptides. HGF is
a putative candidate because i) HGF administration
ameliorates TIF in UUO mice (22) and ii) activation of
HGF is observed concomitantly with attenuation of fibrotic
lesions in the liver of PAI-1 knockout mice with bile duct
ligation (23). The involvement of HGF in protective effect
of PAI-1 decoys was thus examined measuring its protein
expression by ELISA. As presented in Figure 5, 8d-UUO
caused a decrease in HGF expression and this effect was
attenuated by PAI-1 decoys. Similar results were obtained
with HGF immunoblot (not shown). Thus it is reasonable to
think that part of the renal protective effect of delayed PAI-1
inhibition goes through increased HGF expression.
Discussion
In the current study we show that the delayed inhibition
of PAI-1 by daily i.v. administration of a mixture of two
small PAI-1 decoy peptides efficiently reduced UUO-
induced TIF. This effect was obtained without modification
of plasmin activity but accompanied by increased HGF
level.
Early blockade of PAI-1 expression prevented the
development of fibrosis in UUO and experimental glomer-
ulonephritis (10, 24). However, the effects of a drug differ if
administration begins before or after disease induction (25).
Therefore, the current study is the first example showing
that delayed inhibition of PAI-1 reduced established TIF.
This result is especially important in the context of renal
disease which is often only detected at a later stage. In
addition, it shows the feasibility of the use of small PAI-1
decoy peptides for antifibrotic treatment. The attenuation of
UUO induced-TIF by PAI-1 decoys administration is
accompanied by stimulation of PAs activity. This result
contrasts with previous studies where uPA/ and tPA/
mice subjected to UUO had similar and lower TIF than
normal mice, respectively (26). It can be explained by
different experimental conditions since, in our study, the
inhibition of PAI-1 was delayed and led to activation of both
uPA and tPA.
PAI-1 decoys do not change the number of interstitial
macrophages and myofibroblasts. This result contrasts with
studies using PAI-1 knockouts (10) or transgenic PAI-1
overexpressing mice (14) and with experiments using a
dominant negative PAI-1 (24). However, induction of TIF
by PAI-1 involves early effects on interstitial cell recruit-
ment while the more delayed effects are associated with
decreased uPA activity (14). In addition, in the previous
studies (10, 14), the expression of the entire PAI-1
molecule, and consequently related effects, are modified
while only the PAI-1 ability to inhibit PAs is blocked in our
study. PAI-1 can directly interact with other proteins such as
vitronectin and low density lipoprotein receptor-related
protein (LRP) to regulate cellular adhesion and migration
and have monocyte chemoattractant properties (6). These
interactions being probably not modified by PAI-1 decoys
might also explain the lack of effect on cell recruitment in
our model.
Although PAI-1 decoy administration restored PAs
activity, no effect on plasmin activity was observed. The
absence of correlation between both activities has already
been described in PAI-1/ or tPA/ mice subjected to
UUO (10, 23). Therefore it is possible that the antifibrotic
effects of PAI-1 decoys involve plasmin-independent path-
ways. The absence of effect of PAI-1 inhibition on renal
MMP-2 and MMP-9 activities confirms this hypothesis.
Other proteolytic activities of PAs can be proposed. First,
increased PAI-1 decoys-induced PAs activity may be
directly involved in proteolysis because some ECM
proteins, such as fibronectin, are direct substrates of PAs
(27). Second, increased PAs levels might activate MMPs
other than MMP-2 and MMP-9. Indeed, PAs can activate
membrane type 1-MMP (21) which digests collagen and
fibronectin (28). Finally, it was shown that the uPA receptor
(uPAR) can dimerize with other receptors including LRP, an
endocytosis receptor for fibronectin (29). So it is not
excluded that the decoys-induced increase of PAs activity
stimulates the uPAR/LRP pathway of endocytosis, thus
promoting decreased ECM expression.
Even if TGF-b plays an important role in fibrogenic
mechanisms, we did not observe modification of expression
of this profibrotic cytokine. TGF-b is therefore probably not
involved in the beneficial effects of PAI-1 decoys admin-
istration. HGF is a renotrophic protein which delays the
Figure 5. PAI-1 blockade partially restores HGF expression. Renal
HGF expression was analyzed by ELISA in control mice (control), 8d-
UUO mice (UUO) or UUO mice supplemented with PAI-1 decoys
(UUO þ decoys). Results represent the mean 6 SD from 5
experiments. * P , 0.05.
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progression of established TIF in the UUO model (16).
Because PAI-1 decoys increased by 75% the HGF protein
levels compared to non-treated UUO, their antifibrotic effect
might also be mediated by HGF. How decoys treatment
activated HGF was not investigated. However, in vitro, PAs
can directly cleave pro-HGF into HGF (30). In addition,
renal HGF expression decreased after UUO in uPAR
knockout mice, independently of plasminogen (31). So
PAI-1 decoy peptides could increase HGF levels by a
mechanism dependent on PAs and uPAR. It is possible that
decoys increase uPAR expression at cell surface. Indeed,
PAI-1 can bind to uPAR-bound uPA and the ternary uPAR/
uPA/PAI-1 complex is known to rapidly associate with LRP
to be internalized (6). As PAI-1 decoys prevent interaction
between PAI-1 and PAs, they may block the intracellular
sequestration of the uPAR/uPA/PAI-1 complex, leading
therefore to maintain uPAR at cell surface and thus increase
PAs activity.
In conclusion, we have shown the efficacy/feasibility to
use small peptides inhibiting PAI-1 activity to slow down
the progression of tubulointerstitial fibrosis after induction
of the pathology. This is a situation more realistic than
treatment before initiation of the pathology as it resembles
more to what occurs in a clinical setting. Although the exact
mechanism is not clear, HGF activation might be respon-
sible for the antifibrotic effects of PAI-1 decoys.
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The development of fibrosis involves a multitude of events and molecules. Until now the majority of these
molecules were found to be proteins or peptides. But recent data show significant involvement of the
phospholipid lysophosphatidic acid (LPA) in the development of pulmonary, liver and renal fibrosis. The latest
data on the role of LPA and the G-protein-coupled LPA1 receptor in the development of renal fibrosis will be
discussed. LPA1-receptor activation was found to be associated with increased vascular leakage and increased
fibroblast recruitment in pulmonary fibrosis. Furthermore, in renal fibrosis LPA1-receptor activation stimulates
macrophage recruitment and connective tissue growth factor expression. The observations make this receptor
an interesting alternative and new therapeutic target in fibrotic diseases.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Renal fibrosis
Renal fibrosis is the principal process involved in the progression of
chronic kidney disease (CKD) to end-stage renal disease (ESRD). As the
incidence of ESRD continues to increase throughout theworld, research
to better understand the development of renal fibrosis has intensified
[1,2]. The development of renal fibrosis involves the progressive ap-
pearance of glomerulosclerosis, tubulointerstitial fibrosis (TIF) and
changes in renal vasculature (loss of glomerular and peritubular
capillaries). On a molecular level, fibrosis can be defined as an excessive
accumulation of extracellular matrix (ECM), such as collagens and
fibronectins. The presence of TIF, compared to glomerular sclerosis, has
been strongly correlated to evolution to ESRD [1,3]. The first step in the
development of TIF is inflammation associated with infiltration of
macrophages, lymphocytes, and an increase in cytokine and chemokine
secretion (Fig. 1). This inflammatory state induces a disequilibrium
between apoptosis and proliferation of tubular cells, as well as ac-
cumulation of myofibroblasts. Myofibroblasts arise from epithelial
mesenchymal transition, from proliferation/activation of the few res-
ident fibroblasts or from infiltrated cells [1,4]. These myofibroblasts are
the main cell type responsible for the secretion of the ECM.
As these events occur, the quantity of fibrotic tissue increases,
causing a steady decline of renal function until eventually the kid-
ney is no longer able to function and organ failure occurs. In the
past a number of mediators of TIF have been identified including
chemokines, cytokines and growth factors [5]. Among these, trans-
forming growth factor (TGF)β is thought to be the most fibrogenic,
directly or indirectly, through the action of connective tissue growth
factor (CTGF) [6].
As most renal disease convert sooner or later to renal fibrosis,
treatment aiming to slowdown, halt, or even better, reverse renal fi-
brosis will have an enormous impact in renal disease. The multitude of
events and factors [5] involved in the development of renal fibrosis is
reflected by the increasing number of experimental reports showing the
potential anti-fibrotic effect of a number of strategies and compounds
[2,3]. However, the only currently clinically available drugs which have
shown to slow down the progression towards ESRD are the inhibitors of
the renin angiotensin system (RAS, [1]). Unfortunately, even when
treated with RAS inhibitors CKD continues to progress. Alternative
molecules or therapies are thus necessary [2,3].
2. Phospholipids and fibrosis
For the majority of organs and tissues the development of fibrosis
involves a multitude of events and factors [7], similar to what was
described above for the kidney. Until now, themajority of thesemolecules
were found to be proteins or peptides (profibrotic cytokines, chemokines,
metalloproteinases etc… [7]). But more recent data show significant
involvement of phospholipids in wound healing [8] and in the develop-
ment of fibrosis. These phospholipids include platelet activating factor
(PAF), phosphatidyl choline and lysophosphatidic acid (LPA). Involvement
Biochimica et Biophysica Acta 1781 (2008) 582–587
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of these three phospholipids in the development of fibrosis in various
organs will be presented below, with a particular emphasis on LPA.
In vitro studies showPAFas an important actor in thedevelopmentof
renal tubulointerstitial fibrosis. PAF induces the production of the ECM-
components collagen type I and IV andfibronectin by ratfibroblasts and
tubular cells [9]. PAF also induces the production of the profibrotic
cytokineTGFβ [10]. Invivo, genetic ablationor pharmacological blockade
of the PAF receptor induces a significant decrease of folic acid-induced
renal fibrosis in rodentmodels [11]. Furthermore, PAF is also involved in
pulmonary fibrosis as administration of a PAF receptor antagonist
attenuates bleomycin-induced pulmonary fibrosis [12].
Other phospholipids are associated with the progression of pul-
monary fibrosis. Different studies describe an increase of phospholipid
concentrations in the bronchoalveolar lavage fluid and in particular
phosphatidylcholine (PC) in rabbits and rodents injectedwithbleomycin
[13,14]. The production of PC under these conditionsmight be beneficial
as it was shown that dilinoleoylphosphatidylcholine in vitro and in vivo,
induces a significant reduction in theexpressionof genes coding forECM
molecules and inflammatory mediators during bile duct ligation-in-
duced liver fibrosis [15].
3. LPA and fibrosis
LPA is a growth factor-like phospholipid known to regulate several
cellular processes including cell motility, cell proliferation, cell
survival, and cellular differentiation. LPA acts on specific G-protein
coupled receptors (LPA1 to LPA5) [16]. Pharmacological tools to study the
involvement of these different LPA receptors have been limited.
Currently, the most frequently used pharmacological agent is Ki16425
that has been shown to block LPA1- and LPA3-receptor subtypes both in
vitro [17] and invivo [18].Mice invalidated for the LPA-receptor subtype 1,
2 and 3 are also available [19–21]. Among the different bioactive
phospholipids, lysophosphatidic acid (LPA) has been associated with the
etiologyof a growingnumberof disorders[22]. Furthermore, anumberof
studies suggest a role for LPA in the development of fibrosis (see the
discussion below).
A number of muscular dystrophies are characterized by a pro-
gressive weakness and wasting of musculature, and by extensive
fibrosis. It has been shown that LPA treatment of cultured myoblasts
induced significant expression of connective tissue growth factor
(CTGF). CTGF subsequently induces collagen, fibronectin and integrin
expression and induces dedifferentiation of these myoblasts [23]. This
example is introducing the unambiguous link between LPA and CTGF;
it has been shown that treatment of a variety of cell types with LPA
induces reproducible and high level induction of CTGF [24–32], al-
though not necessarily in cells directly involved in the fibrotic process.
CTGF is an important profibrotic cytokine, signaling down-stream and
in parallel with TGFβ [33]. In this context CTGF expression by gingival
epithelial cells, which are involved in the development of gingival
fibromatosis, was found to be exacerbated by LPA treatment [34].
Fig. 1. Overview of the different stages in the development of renal fibrosis: the development of fibrosis in CKD is comparable between the different renal compartments [1]. For
clarity the development of only renal TIF is shown. The first step in the development of TIF is renal inflammation. This is leading to infiltration of macrophages, lymphocytes, and to
increased cytokine and chemokine secretion. This inflammatory state induces a disequilibrium between apoptosis and proliferation of tubular cells, as well as accumulation of
myofibroblasts. These myofibroblasts are the main cell type responsible for the secretion of the ECM. As CKD progresses, ECM deposition becomes massive and uncontrolled
apoptosis of tubular cells leads to tubular atrophy. This figure was adapted from [4], with permission.







mutation is associated with inward remodeling of the brachial
artery, which is not adapted to a chronic increase in wall shear
stress, indicating a new form of arterial dysfunction.11
Here, we provide evidence that deletion of the murine KLK1
gene is deleterious for reparative neovascularization. Moreover,
the R53H-hKLK1 variant leads to an immature neovasculariza-
tion. Furthermore, we demonstrate that levels of hKLK1 are
relevant for the promotion of developmental vasculogenesis,
arteriogenesis in the rat mesenteric assay, and postischemic
neovascularization in the mouse ischemic hindlimb muscle.
Methods
For supplemental methods please see http://atvb.ahajournals.org.
Animal Models
Unilateral Ischemia was induced in male age-matched tissue kallikrein
knockout (KLK1/), MMP9/, ApoE/, and appropriate wild-
type (WT) control mice. Limb blood flow recovery was assessed by
Laser Doppler flowmetry. Capillary and arteriole densities were
evaluated postmortem by immunohistochemistry.
The rat mesenteric angiogenesis assay was used to investigate the
cellular mechanisms of hKLK1-induced angiogenesis. Male rats
were anesthetized and a laparotomy performed under sterile condi-
tions. The mesenteric panels were imaged intravitally. Adenoviruses
of interest were injected into the mesenteric fat pad. The animal was
sutured and allowed to recover. Six days later the same mesenteric
panel was located and imaged. After in vivo fixation, staining for
blood vessel cell markers (isolectin B4 for endothelium; NG2 for
pericytes; SMA for vascular smooth muscle cells [VSMCs]) was
imaged by confocal microscopy.
The zebrafish was used to test the effect of hKLK1 on prenatal
vasculogenesis. Tg(fli1:egfp)y1 zebrafish embryos were injected with 10
to 50 pg of hKLK1 mRNA at the one-two cell stage. Tg(fli1:egfp)y1
zebrafish embryos were first examined under a fluorescence micro-
scope at 20 hours after fertilization (hpf) and then regularly every 2
hours until they reached 42 hpf. Half of the injected embryos were
fixed in 4% paraformaldehyde at 24 hpf, and the remainder were
allowed to progress until 48hpf. Fixed embryos were stained with
anti-GFP serum and imaged. To study the fate of supernumerary
GFP cells, ectopic GFP cells were visualized in living embryos
and subjected to time-lapse analysis with a Leica SP2 confocal
microscope as previously described.
In Situ Zymography
Gelatinolytic in situ zymography was performed as previously
described.12
Pericyte Wound Healing Assay
Bovine retinal pericytes (BRP) were grown to confluence on
fibronectin/gelatin-coated 48-well plates in complete medium
(DMEM supplemented with 1g/L glucose, L-Glutamine and 20%
FBS). BRPs were subjected to the scratch wound assay as previously
described and then incubated in the conditioned medium of bovine
retinal endothelial cells (BREC) infected with Ad.hKLK1, Ad.Null, or
control medium (250 MOI). Conditioned medium was diluted 1:100 in
DMEM with 2% FBS and 2 mmol/L hydroxyurea (to block cell
proliferation) with or without the addition of B2R antagonist Icatibant
(5107 mol/L). After 24 hours gap closure was calculated.
FACS Analysis of Mononuclear Cells
Mononuclear cells (MNCs) from peripheral blood (PB) and BM of
KLK / and WT mice were analyzed for the expression of cKit,
Sca-1, and lineage antigens by flow cytometry (FACS Calibur).
Statistical Analysis
Results are expressed as distribution of sample value or meanSEM.
P0.05 was considered statistically significant. Comparisons be-
tween means of data were performed using the Student t test, or
ANOVA when comparing more than 2 groups. Posthoc Mann–
Whitney tests were used when ANOVA showed overall P0.05.
Results
Impaired Reparative Neovascularization in Kallikrein
Knockout Mice: Rescue by Wild-Type hKLK1 but not
Mutant R53H-hKLK1 Gene Transfer
To evaluate the importance of endogenous KLK1 in repara-
tive angiogenesis, we applied the classical model of unilateral
limb ischemia to KLK1/ mice and WT littermates.4 In
previous studies, KLK1/ mice showed impaired flow-
dependent vasodilatation of large arteries,13 without obvious
alterations in vascular structure.14 Consistently, vascular den-
sity was similar in normoperfused muscles from KLK1/
and WT mice (data not shown). However, the neovascular-
ization response to limb ischemia was profoundly altered at
capillary (Figure 1A) and arteriole (Figure 1B) level, which
led to delayed perfusion recovery of the ischemic limb of
KLK1/ mice (Figure 1C and 1D). Peripheral ischemia
promotes the activation and mobilization of bone marrow
LinSca1cKit hematopoietic progenitor cells with proan-
giogenic capacity15 and Flk1cKit vascular progenitor
cells.16 We found that LinSca1cKit and Flk1cKit
progenitor cell activation by ischemia is blunted in KLK1/
mice (supplemental Figure I). Altogether, these results indi-
cate that KLK1 is important for the activation of postischemic
reparative responses at both local and bone marrow levels.
We then evaluated whether Ad.hKLK1 and the mutant
Ad.R53H-hKLK1 are equipotent in promoting reparative an-
giogenesis in WT and KLK1/ mice. Gene expression was
confirmed by RT-PCR (supplemental Figure II). As shown in


























































Figure 1. Reparative neovascularization is impaired in KLK1/
mice. A and B, Capillary:myocyte ratio and arteriole density in
adductors harvested 14 days postischemia. C, Representative
laser Doppler images collected at 14 days postischemia. D,
Comparison of blood flow in ischemic and contralateral limbs.
(All data: meanSEM. Histology: n6. *P0.05; ***P0.001).
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